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Seznam Zkratek
AA amino acid aminokyselina
ABC ATP-binding cassette ATP-vázaj́ıćı kazeta
BAM β-barel assembly machinery komplex tvoř́ıćı β-barelové strutkury
Bbsl Borrelia burgdorferi sensu lato Borrelia burgdorferi sensu lato
CDC Centers for Diesease Control and Prevention Centra pro kontrolu a prevenci nemoćı
cp circular plasmid cirkulárńı plasmid
CRASP complement regulator–acquiring surface
proteins
povrchové proteiny vázaj́ıćı regulátory
komplementu
CSI conserved signature indel charakteristický konzervovaný indel
CSP conserved signature protein charakteristický konzervovaný protein
DR direct repeats př́ımé repetice
ECDC European Centre for Disease Prevention and
Control
Evropské centrum pro kontrolu a prevenci
nemoćı
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay enzymová imunosorbentová esej
erp OspE/F related proteins OspE/F př́ıbuzné proteiny
GAG glycosaminoglycan glykosaminoglykan
FH factor H faktor H
FHL factor H-like faktor H-podobné
FHR factor H-related factor H-př́ıbuzné
IgG immunoglobulin G imunoglobulin G
IgM immunoglobulin M imunoglobulin M
IM inner membrane vnitřńı membrána
IR invariable region nevariabilńı oblast
LB Lyme borreliosis lymeská borrelióza
LBD ligand binding domain doména vázaj́ıćı ligand
Lol lipoprotein localization liporpotein lokalizuj́ıćı
lp linear plamid lineárńı plasmid
LPS lipopolysaccharide lipopolysacharid
LRS long-read sequencing sekvenováńı dlouhých úsek̊u
MLSA multiple locus sequence analysis hromadná sekvenčńı analýza lokus̊u
MNH multiple niche hypothesis teorie r̊uzných ekologických nik
MSA multiple seqeunce alignment v́ıcero vzájemně uspořádaných sekvenćı




NFDS negative frequency-dependent selection frekvenčně závislá negativńı selekce
OM outer membrane vněǰśı membrána
OMP outer membrane protein vněǰśı membránový protein
PDB Protein Data Bank proteinová databáze
POCP percentage of conserved proteins procento konzervovaných protein̊u
SLP surface lipoprotein povrchový lipoprotein
SRS short-read sequencing sekvenováńı krátkých úsek̊u
Thd T-helper dependent závislá na pomocných T lymfocytech
Thi T-helper independent nezávislá na pomocných T lymfocytech
TROSPA Tick receptor of OspA kĺı̌st’ový receptor OspA
VR variable region variabilńı oblast
Abstrakt
Gram-negativńı bakterie rodu Borreliella jsou p̊uvodcem dnes rozšǐruj́ıćıho se one-
mocněńı lymeské borreliózy. Jejich zařazeńı mezi gram-negativńı bakterie je ale zaváděj́ıćı,
jelikož se od nich značně odlǐsuj́ı svým komplexńım genomem, patogenńımi adaptacemi
na hostitele a složeńım své povrchové membrány. Jeden druh borreliell může obsaho-
vat vedle jednoho konzervovaného chromozomu až 23 variabilńıch plasmid̊u. I přesto
borreliellám scháźı mnoho d̊uležitých protein̊u pro syntézu kĺıčových sloučenin, a proto
muśı tyto sloučeniny źıskávat od hostitele. Aby borreliella mohla využ́ıvat metabolické
procesy hostitele ke své reprodukci, muśı nejdř́ıve hostitele infikovat a následně i přež́ıt
jeho imunitńı obranu. K tomu j́ı slouž́ı virulentńı faktory, mezi které patř́ı zejména značně
variabilńı povrchové lipoproteiny. Právě variabilita těchto lipoprotein̊u ztěžuje využit́ı
povrchových epitop̊u při detekci a následně i př́ıpadné protilátkové terapii, protože většina
dominantńıch antigenńıch epitop̊u borreliell se nacháźı ve variabilńıch částech zmı́něných
lipoprotein̊u.
K určeńı vhodných ćıl̊u pro protilátky dnes můžeme využ́ıt algoritmy, které sta-
nov́ı evolučně konzervované epitopy na základě analýzy dostupných sekvenćı daného
lipoproteinu. Obecně jsou konzervované epitopy vhodné k terapeutickému zaćıleńı a vari-
abilńı naopak k diagnostickému využit́ı. Ve své práci hodnot́ım možnosti využit́ı dvou
vybraných programů pro strukturńı analýzu evolučńı konzervovanosti: ConSurf a 3DPatch.
Z výsledk̊u analýzy provedené na OspC a VlsE vyplývá, že ConSurf je přesněǰśı v určováńı
konzervovaných motiv̊u, jelikož jeho výsledky mnohem lépe koresponduj́ı s publikovanými
daty o variabilitě OspC a VlsE. Na druhou stranu se i přes horš́ı výsledky může 3DPatch
chlubit o několik řád̊u rychleǰśım algoritmem (vteřiny oproti hodinám).
Kĺıčová slova
Borreliella spp., epitop, genomová variabilita, povrchové virulentńı faktory, komparativńı
strukturńı analýza
Abstract
Gram-negative bacteria of genus Borreliella cause the nowadays spreading illness
Lyme borreliosis. However, their classification as gram-negative bacteria is rather mislea-
ding because they differ in their complex genome, pathogenic adaptation to their hosts
and composition of their outer membrane. One species of borreliella can harbour up to 23
variable plasmids and one conserved chromosome and they still lack many crucial proteins
needed for synthesis of key compounds. Hence, they have to obtain these compounds from
the host. However, in order for borreliella to utilise the metabolic processes of the host,
it has to first survive its immune response. Therefore borreliella contains many virulent
factors including highly variable surface lipoproteins. The variability is a major obstacle
to overcome when using their surface epitopes for detection and vaccine development
because most of the dominant antigenic epitopes of borreliella are usually parts of the
most variable regions of the lipoproteins.
Nowadays, we can use many different algorithms which determine evolutionary
conserved epitopes based on analysis of sequences of given lipoprotein, in order to
find suitable targets for antibodies. In general, conserved epitopes are more suitable
for vaccines, whereas more variable epitopes are better for diagnostics. In my thesis I
compare two different programmes for structural analysis of evolutionary conservation:
ConSurf and 3DPatch. The results of the analysis of OspC and Vlse indicate that ConSurf
is superior in determination of conserved motives as its results are in agreement with
published data about variability of OspC and VlsE. However, putting aside the worse
results of 3DPatch, it has in contrast to ConSurf the advantage of being many folds faster
(seconds vs hours).
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3.2.3 Variabilita ostatńıch SLP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
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Lyme borreliosis“, LB) je nejčastěǰśı zoonóza přenášená
kĺı̌st’aty rodu Ixodes spp. (nadále bude slovo kĺı̌stě označovat rod Ixodes spp.) [101].
Byla identifikovaná roku 1975 ve městě Lyme ve státě Connecticut v USA. Původně
byla spojována s Babesia microti, avšak tuto domněnku vyvrátil roku 1981 Wilhelm
Burgdorfer, který při pozorováńı v temném poli objevil skutečného p̊uvodce LB, gram-ne-
gativńı spirochétu Borreliella burgdorferi sensu stricto, izolovanou z Ixodes scapularis
[11]. Od roku 1981 bylo popsáno přes 20 potenciálně patogenńıch druh̊u, které patř́ı
do Borelia burgdorferi sensu lato (Bbsl) komplexu, z nichž hlavńımi p̊uvodci LB jsou
B. burgdorferi s. s. v Severńı Americe a B. afzelii a B. garinii v Evropě [105].
Každý rok je v USA nahlášeno 30 000 př́ıpad̊u LB [29], avšak nedávná studie
ukazuje, že tento počet může ve skutečnosti být až desetkrát vyšš́ı [56]. V USA je
sledováńı př́ıpad̊u LB možné, jelikož každý nahlášený př́ıpad projde přes státńı organizaci,
která podle jednotných kritéríı rozhodne o pozitivitě a výsledky následně hláśı Centru
pro kontrolu a prevenci nemoćı (
”
Centers for Diesease Control and Prevention“, CDC)
[29]. Oproti tomu většina evropských zemı́ má r̊uzná kritéria pro určováńı pozitivity LB
[3] a i r̊uzné organizace, které výskyt LB sleduj́ı, jako např. český Státńı zdravotńı ústav
(SZÚ). Dokonce ani Evropské centrum pro kontrolu a prevenci nemoćı (
”
European Centre
for Disease Prevention and Control“, ECDC), zodpovědné za infekčńı choroby v Evropě,
nemá žádná celistvá data o výskytu LB v Atlasu infekčńıch nemoćı. Dohledatelná jsou
jedině data o rozložeńı Ixodes Ricinus v Evropě. Z toho vyplývá, že je velmi složité dělat
v Evropě podobné predikce o výskytu LB jako v USA. I přesto ale existuje mnoho d̊ukaz̊u,
že v Evropě i v Americe docháźı ke zvyšováńı incidence LB [106].
Obrázek č. 1: Dvouletý životńı cyklus kĺı̌st’at. Siluety ukazuj́ı potenciálńı hostitele. Šedě vyznačená
oblast znázorňuje dobu, kdy jsou kĺı̌st’ata nejv́ıce aktivńı, což koresponduje s největš́ı šanćı nákazy. [81]
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LB se vyskytuje výhradně na severńı polokouli, a to hlavně v mı́rném pásu.
S výskytem LB samozřejmě koreluje i výskyt kĺı̌st’at, jelikož se jedná o hlavńı vektory
borrelielly. Každé kĺı̌stě ale nemuśı nutně borreliellu přenášet. Kĺı̌st’ata totiž procházej́ı
skrz životńı cyklus larvy, nymfy a dospělce (viz Obr. č. 1), přičemž každé vývojové stádium
se po jednom krmeńı vyvine do daľśıho. Mezi každým krmeńım (a tud́ıž vývojovým
stádiem) je vždy jeden rok. Celkově tedy vývoj kĺı̌stěte do stádia dospělce trvá 2 roky. Po-
tenciálně infekčńımi stádii jsou ale pouze nymfy a dospělci, jelikož čerstvě vyĺıhnuté larvy
nejsou infikované, i když samice byla, nebot’ k přenosu borrelielly ze samice na potomky
nedocháźı [81].
1.2 Borreliella
Půvocem LB jsou gram-negativńı spirochéty z Bbsl komplexu. To znamená,
že se jedná o podlouhlé spirálovité bakterie s vněǰśı membránou (
”
outer membrane“, OM),
periplasmatickým prostorem a vnitřńı membránou (
”
inner membrane“, IM). V periplasmě
se nacháźı bič́ık zodpovědný za tvar a pohyb bakterie. Tyto znaky, sd́ılené s gram-ne-
gativńımi bakteriemi, jsou ale u borrelielly upozaděny jej́ımi odlǐsnostmi: genetickou
výbavou a složeńım OM [103].
Oproti běžným gram-negativńım bakteríım má borreliella velmi fragmentovaný
genom. Jedna borreliella obsahuje vždy 1 značně konzervovaný lineárńı chromozom a až 23
variabilńıch plasmid̊u. Od ostatńıch bakteríı ji také odlǐsuje značné množstv́ı nekóduj́ıćıch
sekvenćı a pseudogen̊u [27]. Nav́ıc z genového obsahu jasně vyplývá, že borreliella je
dokonale přizp̊usobená parazitickému zp̊usobu života. Neobsahuje totiž žádné geny nutné
pro oxidativńı fosforylaci, syntézu aminokyselin (
”
amino acid“, AA), nukleonových kyselin
ani kofaktor̊u. Namı́sto toho ale obsahuje několik deśıtek gen̊u pro v́ıceúčelové přenašeče,
které tyto nedostatky kompenzuj́ı. Borreliella dokonce neńı schopná ani syntézy lipid̊u.
V d̊usledku této neschopnosti odpov́ıdá složeńı lipid̊u borrelielly hostiteli, ve kterém
se zrovna nacháźı [105].
Patogenńı adaptace a fragmentovaný genom ale nejsou jedinými zvláštnostmi
borreliell. Zejména OM se totiž vymyká klasickému schématu gram-negativńıch bakteríı,
jelikož obsahuje dvě významné majoritńı složky: vněǰśı membránové proteiny (
”
outer
membrane protein“, OMP) a povrchové lipoproteiny (
”
surface lipoprotein“, SLP). OMP
jsou proteiny, které překonávaj́ı OM většinou jako β-barelové struktury, zat́ımco SLP
jsou proteiny, které jsou k OM přichycené fosfolipidovou kotvou. Oproti tomu klasické
gram-negativńı bakterie maj́ı jako majoritńı složku OM lipopolysacharidy (
”
lipopoly-
saccharide“, LPS), což jsou oligosacharidové řetězce připojené k OM pomoćı fosfolipid̊u
[123].
Jak OMP, tak SLP muśı překonávat IM a muśı být následně integrovaný do OM.
K překonáńı IM slouž́ı hlavně Sec proteiny, skrz které se proteiny dostávaj́ı bud’ ko-
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translačně, a nebo post-translačně pomoćı chaperon̊u. Po překonáńı IM se již integrace
OMP a SLP lǐśı. OMP jsou do membrány zabudovány pomoćı komplexu tvoř́ıćıho
β-barelové struktury (
”
β-barel assembly machinery“, BAM), zat́ımco SLP se do OM
dostávaj́ı pomoćı lipoprotein lokalizuj́ıćıch (
”
lipoprotein localization“, Lol) protein̊u [123].
1.2.1 Virulentńı faktory
Když borreliella infikuje nového hostitele, může jako jakákoliv jiná bakterie
zp̊usobovat patologické stavy. Tyto stavy jsou zp̊usobeny bud’ pouhou př́ıtomnost́ı
specifických struktur a molekul, které bakterie obsahuje, a nebo látkami, které bakterie
ćıleně vylučuje. V obou př́ıpadech mluv́ıme o tzv. virulentńıch faktorech, jejichž hlavńı
funkćı je udržet bakterii v hostiteli, aby mohla proliferovat a dále se š́ı̌rit [70]. Vzhledem
k tomu, že právě takové funkce maj́ı OMP i SLP, daj́ı se tyto povrchové proteiny v rámci
borrelielly považovat za virulentńı faktory. [64].
Tyto faktory můžeme rozdělit do několika kategoríı podle jejich hlavńıch funkćı
v životńım cyklu borrelielly, který zač́ıná ve střevě kĺı̌st’ete. Přichyceńı ke střev̊um
kĺı̌stěte zajǐst’uj́ı zejména dva SLP, a to OspA a OspB [64]. Když se kĺı̌stě začne krmit
na potenciálńım hostiteli, dojde k výrazné změně vnitřńıho prostřed́ı střev. Zvýš́ı se teplota,
množstv́ı kysĺıku, kysĺıkových radikál̊u a živin, zat́ımco pH klesne. To vše zp̊usob́ı sńıžeńı
exprese OspA a OspB a naopak zapř́ıčińı zvýšeńı exprese daľśıch virulentńıch faktor̊u. [105].
Borreliella po těchto změnách několik hodin proliferuje a poté neznámým mechanismem
cestuje do slinných žláz, kudy infikuje nového hostitele [103]. Jako prvńı po infekci jsou
zapotřeb́ı všechny proteiny, které chráńı borreliellu před imunitńı reakćı hostitele. Sem
patř́ı SLP OspC, OspE, VlsE a BBK32 [74]. Nakonec borreliella potřebuje uniknout
z prvotńıho mı́sta infekce a kolonizovat tkáně hostitele. To j́ı opět umožňuj́ı OspC
a BBK32, ale i daľśı SLP jako DbpA, DbpB a BmpA, jakožto i některé OMP jako P66
a Lmp1 [64]
1.3 Klinicky d̊uležité povrchové virulentńı faktory
V klinické praxi je pro určeńı nákazy nejlepš́ı př́ımá detekce patogenu. Takové
detekce jsou ale velmi často složité, ne-li úplně nemožné. Borreliella v tom neńı výjimkou.
Př́ımá detekce pomoćı kultivace nebo polymerázových řetězových reakćı je náročná,
nestandardizovaná a neńı doporučená pro klinické praxe [75]. Oproti tomu nepř́ımá
sérologická detekce se v praxi hojně využ́ıvá. Nejčastěji použ́ıvaným testem k potvrzeńı
diagnózy LB je dvoustupňový test zahrnuj́ıćı vysoce senzitivńı enzymovou imunosorben-
tovou esej (
”
Enzyme linked immunosorbent assay“, ELISA), která je v př́ıpadě pozitivity
následovaná specifickým imunoblotem [103, 105].
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Mezi př́ımou a nepř́ımou detekćı jsou velké rozd́ıly v senzitivitě, specificitě
a možnosti optimalizace. Společné ale maj́ı ćıle, jimiž jsou předevš́ım antigenńı pro-
teiny borrelielly. Mezi ty patř́ı všechny dř́ıve zmı́něné virulentńı faktory, jakožto i některé
daľśı, jako např. flagelinový protein Fla [75].
Daľśı d̊uležité odvětv́ı, které využ́ıvá virulentńı faktory borrelielly, je výzkum
vakćın. Prvńı vakćına byla schválena k použit́ı již v devadesátých letech, a to proti OspA.
Ta měla zamezit samotnému přenosu borrelielly z kĺı̌stěte na člověka. Výsledky byly
ale sporné, a proto byla vakćına už v roce 2002 stažena z trhu. Testy nových vakćın ale stále
prob́ıhaj́ı, a to zejména na OspA a OspC [49]. Je očividné, že množstv́ı virulentńıch
faktor̊u borrelielly, stejně jako jejich využit́ı, je nepřeberné, z toho d̊uvodu se zaměř́ım
pouze na ty, které maj́ı největš́ı význam pro klinickou praxi (viz Tab. č. 1).
Zkratka Název Lokace Využit́ı
BBK32 Fibronectin biding protein lp36 diagnóza
BmpA Basic membrane protein A chromozom diagnóza
DbpA Decorin biding protein A lp54 diagnóza
OspA Outer surface protein A lp54 diagnóza/vakćına
OspB Outer surface protein B lp54 diagnóza
OspC Outer surface protein C cp26 diagnóza/vakćına
OspE Outer surface protein E cp32 diagnóza
VlsE Variable major protein-like sequence lp28-1 diagnóza
Tabulka č. 1: Vybrané diagnosticky a terapeuticky d̊uležité povrchové virulentńı faktory
Bbsl komplexu. Zkratka lp znač́ı lineárńı plasmidy, zat́ımco cp znač́ı cirkulárńı plasmidy. Zkratky jsou
propojené s odpov́ıdaj́ıćımi proteiny v proteinové databázi (
”
Protein databank“, PDB), pokud je alespoň
část struktury známá. [49, 75, 64]
1.4 Strukturńı analýza protein̊u
Strukturńı biologie je obor, který zaž́ıvá neuvěřitelný rozmach. Techniky jako
nukleárńı magnetická rezonance, kryo-elektronová mikroskopie a krystalografie nám
umožňuj́ı pochopit dynamické struktury protein̊u a jejich interakce jako nikdy dř́ıv.
Se zvyšuj́ıćım se množstv́ım strukturńıch dat ale do popřed́ı přicházej́ı i poč́ıtačové
programy schopné předpov́ıdat struktury a interakce na základě experimentálńıch dat
a sekvenćı daných protein̊u. U těchto programů hraje hlavńı roli sekvenčńı podobnost
protein̊u neboli sekvenčńı homologie. Na jej́ım základě se mohou odvozovat struktury
protein̊u a jejich interakce, které nebyly experimentálně potvrzené [38].
Homologie mezi sekvencemi ale nemuśı být využita pouze k predikci struktur
a interakćı. Vzhledem k množstv́ı veřejně dostupných dat můžeme vyselektovat pouze
varianty jednoho proteinu a na základě porovnáváńı těchto variant pak můžeme určit kon-
zervované a variabilńı úseky daného proteinu. Takto źıskané údaje vypov́ıdaj́ı o evolučně
konzervovaných doménách, které jsou funkčně nepostradatelné a mohly by být i terapeu-
ticky či diagnosticky d̊uležité. Takovouto analýzou evolučńı konzervovanosti se zabývá
několik volně dostupných programů. V této práci byly využity starš́ı a hojně použ́ıvaný
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ConSurf [8] a nový 3DPatch [62], jelikož se kromě rozd́ılného data vydáńı lǐśı i ve zp̊usobu
výpočtu skóre konzervovanosti.
Hlavńım ćılem práce je zmapovat naše znalosti o diagnosticky a terapeuticky
d̊uležitých povrchových virulentńıch faktorech Bbsl komplexu. Speciálńı d̊uraz je kladen
na rozděleńı jejich povrchu na funkčńı a antigenńı domény a zjǐstěńı variability nebo kon-
zervovanosti těchto povrchových domén mezi stejnými a r̊uznými druhy Bbsl komplexu.
Na základě těchto znalost́ı o vybraných virulentńıch faktorech a své vlastńı analýzy
zhodnot́ım možnosti využit́ı obou programů a zároveň zjist́ım, který výpočetńı algoritmus
je vhodněǰśı pro stanoveńı evolučńı konzervovanosti.
2. Rod Borreliella
Rod Borrelia byl až do roku 2014 neformálně rozdělen do dvou skupin. Prvńı
skupinu tvořily borrelie zp̊usobuj́ıćı Lymeskou borreliózu, tzv. Bbsl komplex, a druhou
skupinu tvořily borrelie zp̊usobuj́ıćı návratovou horečku. Toto rozděleńı bylo ale založené
pouze na klinických projevech těchto bakteríı a scházelo mu genetické opodstatněńı.
To se změnilo roku 2014, kdy bylo navrhnuto rozděleńı rodu na dva: rod Borrelia,
obsahuj́ıćı borrelie zp̊usobuj́ıćı návratovou horečku, a rod Borreliella, obsahuj́ıćı Bbsl
komplex. Rozděleńı bylo založeno předevš́ım na identifikaci rodově charakteristických
konzervovaných indel̊u (
”
conserved signature indel“, CSI) a protein̊u (
”
conserved signature
protein“, CSP) [1]. Tato změna z̊ustala vcelku dlouho bez povšimnut́ı a jej́ı kritika vyšla
teprve nedávno [79].
Hlavńım kritizovaným bodem bylo právě využit́ı CSI a CSP. Přesněji, jejich
selekce měla být zaujatá a nepředstavovala skutečnou biologickou podstatu rodu Borrelia.
Autoři této kritiky částečně zopakovali analýzu a přidali k ńı dvě nově charakterizované
borrelie, které se ale fylogeneticky lǐśı od obou rod̊u. Dále pak ukázali, že měřeńı procenta
konzervovanosti všech protein̊u (
”
percentage of conserved proteins“, POCP) v genomu,
s t́ım že 50% hranice konzervovanosti určuje rozd́ılné druhy, nepodporuje rozděleńı
p̊uvodńıho rodu Borrelia [79].
V odpovědi na tuto kritiku autoři p̊uvodńıho článku vydali daľśı studii. V ńı de-
monstruj́ı nedostatečnost 50% hranice u POCP a také tvrd́ı, že nedostatečné rozlǐseńı
borrelíı návratové horečky touto metodou je zp̊usobeno zahrnut́ım variabilńıch plasmid̊u
do analýzy, a argumentuj́ı t́ım, že v běžné praxi se využ́ıvaj́ı stabilněǰśı úseky genomů,
tedy předevš́ım chromozómy. Na základě těchto argument̊u poté prezentovali, že i pomoćı
POCP lze potvrdit rozděleńı p̊uvodńıho rodu. Dále pak opět provedli analýzu s využit́ım
CSI a CSP i se dvěma výše zmı́něnými novými druhy borrelíı a ukázali, že i přes jejich
zahrnut́ı jsou stále schopńı velmi dobře rozlǐsit dva nově navržené rody [51].
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Změny v taxonomii rodu se ale nikterak nereflektuj́ı ve zp̊usobu, jak se k těmto
rod̊um přisuzuj́ı nové druhy. Nejnověǰśı př́ır̊ustek k Bbsl komplexu, a tedy k rodu
Borreliella, byla B. mayonii. Jej́ı př́ıslušnost k tomuto rodu byla potvrzena stejně jako
v předchoźıch př́ıpadech nově identifikovaných borreliell ověřenou metodou hromadné
sekvenčńı analýzy lokus̊u (
”
multiple locus sequence analysis“, MLSA) osmi esenciálńıch
gen̊u, které se nacházej́ı na chromozomu [94].
2.1 Patogenńı adaptace
Každý patogenńı organismus se muśı adaptovat na své hostitele. Jak bylo řečeno,
borreliella neńı schopná syntézy mnoha d̊uležitých buněčných komponent̊u. Z klinického
hlediska je nejzaj́ımavěǰśı neschopnost syntézy lipidových molekul. Z nich jsou nejd̊uležitěǰśı
zejména cholesteroly a jejich deriváty. Ty hraj́ı totiž d̊uležitou roli v udržováńı lipidových
raft̊u, které jak v IM, tak v OM asociuj́ı pro borreliellu nepostradatelné proteiny. V lipi-
dových raftech IM to jsou předevš́ım transportńı, metabolické a signálńı proteiny, zat́ımco
v OM jde zejména o vněǰśı virulentńı faktory jako OspA, OspB a P66 [110].
Asociace protein̊u v lipidových raftech velmi často zajǐst’uje jejich funkčnost,
a jelikož borreliella neńı schopná cholesterol pro rafty syntetizovat, muśı ho źıskávat
od svého hostitele. Tato akvizice cholesterolu se děje předevš́ım pomoćı fyzického kontaktu
s buňkou hostitele, při kterém si borreliella neznámým mechanismem přivlastňuje cho-
lesterol hostitele. Výměna je ale oboustranná a i buňky hostitele źıskaj́ı některé lipidové
molekuly borrelielly [34]. Mezi molekulami, které źıskávaj́ı buňky hostitele, je i cholesteryl
6-O-acyl-β-D-galaktopyranosid, což je významný antigen borreliell, specifický pro pozdńı
stádia LB [107].
Přenos lipid̊u ale nemuśı být zprostředkovaný pouze fyzickým kontaktem. Borre-
liella je totiž schopná vytvářet z OM vesikuly, které jsou alespoň v in vitro podmı́nkách
schopné fúzovat s lidskými HeLa buňkami. T́ımto zp̊usobem se do membrány hostitele
mohou dostat jak antigenńı cholesterolové deriváty, tak i některé proteinové virulentńı
faktory. Tyto borreliellové antigeny v hostitelských buňkách by teoreticky mohly být
d̊uvodem patogenity borreliell [34].
2.2 Fylogeneze
Jedna borreliella může obsahovat kromě jednoho konzervovaného chromozomu
až 23 variabilńıch plasmid̊u. Ovšem i když dva izoláty obsahuj́ı podobný počet plasmid̊u,
neznamená to, že se jedná o stejné druhy plasmid̊u. Celkově totiž zat́ım bylo identifikováno
32 r̊uzných plasmid̊u, a to na základě homologie gen̊u z proteinové rodiny 32, 49, 50
a 57/62 [27], jelikož se jedná o geny, které jsou nezbytné pro kompatibilitu plasmid̊u
[108]. I tyto druhy plasmid̊u maj́ı ale zároveň své poddruhy, které vyplývaj́ı z variaćı
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v genovém uspořádáńı. Tyto genomové variace nejsṕı̌se vznikaj́ı d́ıky r̊uzným přestavbám
s jinými plasmidy, jelikož mnoho část́ı r̊uzných plasmid̊u odpov́ıdá jiným částem z jiných
plasmid̊u, např. levá extenze lp17, dlouhá přibližné 5 kb B. burgdorferi N40, odpov́ıdá
z 98% části lp36. [27].
Z fylogenetického hlediska je ale zaj́ımavé, že tyto druhy a subdruhy nejsou
v borreliellách náhodně uspořádány, nýbrž koresponduj́ı s jednotlivými druhy borreliell.
Přesněji tedy koresponduj́ı s určitými typy chromozómů. Ze všech těchto vlastnost́ı
plasmid̊u vyplývá, že r̊uzné druhy borreliell se nevyv́ıjej́ı z jednoho společného předka,
nýbrž že vždy po odděleńı druhu docháźı k vývoji jedné větve samostatně. To koresponduje
s výsledky fylogeneze rodu borreliell a fylogeneze plasmid̊u, jelikož např. B. afzelii,
B. garinii, B. spielmanii a B. valaisiana maj́ı všechny shodnou inverzi v lp17 a podle
druhové fylogeneze maj́ı tyto 4 druhy jednoho předka [28]. Interaktivńı fylogenetické
stromy druh̊u i plasmid̊u jsou dostupné na borreliabase.
3. Koevoluce plasmid̊u a SLP
Jak bylo řečeno, plasmidy borreliell se v některých ohledech značně lǐśı, ale zato
maj́ı i mezi sebou dlouhé homologńı oblasti. Nav́ıc obsahuj́ı většinu gen̊u SLP, které
jsou pro borreliellu nepostradatelné při infekci hostitele [64]. Otázkou tedy je, jak a jestli
v̊ubec evoluce plasmid̊u ovlivňuje SLP.
Vzhledem k množstv́ı pseudogen̊u a nekóduj́ıćıch sekvenćı v plasmidech borreliell
můžeme ř́ıct, že mechanismem vývoje plasmid̊u jsou změny typu duplikace, inverze a r̊uzné
rekombinace [27]. V některých př́ıpadech může být množstv́ı nekóduj́ıćı DNA dokonce
větš́ı než 50 %, což je v bakteriálńı ř́ı̌si vzácné [28].
Z výše zmı́něných chromozomálńıch přestaveb jsou u borreliell pravděpodobně
nejčastěǰśı rekombinace. Ty se mohou d́ıt v rámci jedné borrelielly, jelikož jedna buňka
může obsahovat až 23 r̊uzných plasmid̊u [27]. Ovšem u bakteríı může docházet i k re-
kombinaci mezi r̊uznými plasmidy od r̊uzných bakteríı pomoćı horizontálńıho přenosu
genetické informace. Aby ale k tomuto přenosu mohlo docházet, muśı být splněny dvě
podmı́nky. Zaprvé bakterie muśı sd́ılet ekologické niky a zadruhé plasmidy muśı být
schopné horizontálńıho přenosu. Prvńı podmı́nka společných nik je v př́ıpadě borreliell
splněna, jelikož bylo mnohokrát dokázáno, že např. r̊uzné ospC genotypy sd́ılej́ı jak kĺı̌stěćı,
tak savč́ı hostitele [96]. Ani druhá podmı́nka neńı u borreliell problematická. Skutečně
u některých plasmid̊u, jako např. u lp56, se schopnost horizontálńıho přenosu předpokládá
a u cp32 byla dokonce in vitro potvrzena [28].
Je tedy možné, že rekombinace hraje d̊uležitou roli při vývoji plasmid̊u. S vývojem
plasmid̊u je ale také bezprostředně spjat vývoj SLP. Lze tedy předpokládat, že i vývoj SLP
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může být do značné mı́ry ovlivněn rekombinaćı. Význam rekombinace pro některé SLP
byl prokázán na nepostradatelných částech genomu borreliell: lp54, cp36 a chromozomu.
Rekombinace v nich byla 3x častěǰśı než mutace. Dále bylo zjǐstěno, že rekombinace
se v nich vyskytuje v četněǰśıch frekvenćıch u určitých SLP, jako např. ospC (cp26), dbpA
(lp54) a lmp1 (chromozom) [55].
Uvedené údaje se ovšem týkaj́ı pouze rekombinace uvnitř plasmidu jedné bak-
terie a nezohledňuj́ı možnost rekombinace mezi r̊uznými druhy. Právě lp54 ani cp26
ale pravděpodobně nejsou schopny horizontálńıho přenosu. Důkazem této neschopnosti
jsou fylogenetické stromy sestavené na základě dvou uvedených plasmid̊u a chromozomu.
Porovnáme-li tyto fylogenetické stromy, zjist́ıme, že jsou téměř identické [83]. To na-
značuje, že k přenosu těchto celých plasmid̊u skutečně nedocháźı. I přesto ale pozorujeme
značnou variabilitu na jejich SLP.
Je tedy možné, že pro variabilitu některých plasmid̊u je d̊uležitá jak rekombinace
mezi plasmidy jedné borrelielly, tak rekombinace mezi plasmidy z jiných borreliell.
Oproti tomu pro variabilitu SLP je d̊uležitěǰśı rekombinace uvnitř plasmidu, jelikož
pozorujeme vysokou variabilitu i u plasmid̊u, které s velkou pravděpodobnost́ı nejsou
schopny horizontálńıho přenosu.
Z nověǰśıch studíı na plasmidech ale vyplývá, že frekvence rekombinaćı mezi
jednotlivými druhy borreliell je výrazně menš́ı než frekvence bodových mutaćı [27].
Důležitost rekombinace mezi druhy dále vyvraćı, že i když borreliella obsahuje tak značné
množstv́ı dosti odlǐsných plasmid̊u, je jejich mozaicita ńızká a genový repertoár relativně
stabilńı [93]. Lze tedy předpokládat, že rekombinace mezi druhy pravděpodobně př́ılǐs
neovlivňuje ani variabilitu plasmid̊u. Celkově se tedy zdá, že i když rekombinace mezi druhy
může přinášet určité změny plasmid̊um (zejména u cp32), hlavńım zdrojem variability
jak SLP, tak plasmid̊u je rekombinace mezi plasmidy jedné borrelielly.
3.1 Nedostatky při studiu plasmid̊u
Činit jakékoliv závěry o propojeńı variability plasmid̊u a SLP může být ale zaváděj́ıćı,
jelikož mnoho našich poznatk̊u o plasmidech může být značně zkreslených. Toto zkresleńı
vyplývá ze dvou d̊uvod̊u. Zaprvé jsme pravděpodobně ještě nenalezli všechny druhy
plasmid̊u, které může borreliella obsahovat, protože během dlouhé in vitro kultivace,
která je potřebná pro většinu studíı, se ztráćı v́ıce jak 1/3 plasmid̊u [20].
Zadruhé mnoho naš́ıch znalost́ı o plasmidech borrelielly pocháźı ze sekvenováńı
krátkých sekvenćı (
”
short-read sequencing“, SRS). Tento zp̊usob sekvenováńı využ́ıvá
paralelńı čteńı mnoha úsek̊u DNA o velkosti stovek baźı. Sekvence potom muśı být zpětně
poskládány do p̊uvodńı formy, k čemuž je většinou zapotřeb́ı referenčńı genom. SRS je
relativně spolehlivé za dvou podmı́nek: jsou-li plasmidy málo sekvenčně podobné a je-li
velikost plasmidu do 50 kb, přičemž okolo této hraničńı hodnoty velikosti má se sekvenaćı
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problém většina SRS. Přesáhne-li velikost plasmidu 50 kb a nebo obsahuj́ı-li plasmidy
mnoho podobných sekvenćı, jsou SRS zat́ıžené značnou chybou [7]. A právě plasmidy
borreliell obsahuj́ı značně homologńı úseky a nav́ıc několik plasmid̊u o velikosti okolo 50
kb jako např́ıklad lp32-6, lp32-12, lp28-3 a lp36 [28].
Obrázek č. 2: De novo složeńı plasmidu lp28-1 izolátu B31-NRZ. Knihovny TS, MP a obohacená
plasmidová DNA byly źıskány pomoćı SRS. SMRTbell knihovna byla složena za pomoćı LRS. Na obrázku
lze pozorovat zlepšeńı při skládáńı de novo u kombinace TS a MP, stejně jako u obohaceńı plasmidové
DNA, na rozd́ıl od použit́ı samotné TS knihovny. SMRTbell knihovna ovšem dosahuje nejlepš́ıho výsledku
při skládáńı, i když ještě lepš́ıho výsledku by bylo dosaženo při kombinaci knihoven SMRTbell a obohaceńı
plasmidové DNA. [78]
Nahradit in vitro kultivace jinými metodami je prozat́ım mimo naše technologické
možnosti, ale nedostatky SRS můžeme kompenzovat pomoćı sekvenováńı dlouhých úsek̊u
(
”
long-read sequencing“, LRS). LRS narozd́ıl od SRS nevyžaduje fragmentaci genomu
na menš́ı úseky, které je poté nutné skládat, jelikož může přeč́ıst bez větš́ıch problémů
úseky o délce několika deśıtek kb. Ovšem ani LRS neńı bezchybné, jelikož může zp̊usobovat
náhodné inserce či delece, a tud́ıž v některých př́ıpadech může být dosaženo nejlepš́ıho
výsledku pouze při kombinaci SRS a LRS (viz Obr. č. 2). Zejména vysoce homologńı
plasmidy cp32-n (n = 1 a 3-13) vyžaduj́ı sekvenováńı pomoćı LRS i SRS dohromady,
aby byl dosažen nejpřesněǰśı výsledek [78].
3.2 Variabilita SLP gen̊u
Součást́ı většiny plasmid̊u jsou ORF povrchových virulentńıch faktor̊u, přičemž
v př́ıpadě borreliell se jedná hlavně o SLP. Dnes se převážně zkoumá přibližně 50 známých
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SLP, přestože genom borreliell obsahuje přes 120 SLP, z nichž 2/3 se vyskytuj́ı na povrchu
[39]. To znamená, že stále nemáme žádné informace o téměř polovině SLP, které by mohly
být d̊uležité pro infektivitu borreliell. Kromě počtu SLP je d̊uležitá i jejich variabilita,
jelikož r̊uzné varianty maj́ı r̊uzné afinity k ćılovým protein̊um hostitele a je tedy zřejmé,
že ovlivňuj́ı infektivitu daného druhu [113].
3.2.1 VlsE
Gen vlsE je nejv́ıce variabilńı úsek genomu borreliell, protože borreliella vytvář́ı
mnoho r̊uzných variant tohoto genu během infekce savč́ıho hostitele. Potenciál, jaký vlsE
pro tvořeńı r̊uzných variant má, je ohromný. Bylo experimentálně prokázáno, že rozd́ılné
varianty vlsE genu izolované z r̊uzných potkan̊u jsou téměř naprosto unikátńı (viz Obr. č.
3a a č. 3b). Stejnou unikátnost můžeme vidět, pod́ıváme-li se na izoláty B. burgdorferi
B31 z r̊uzných část́ı jedné myši (viz Obr. č. 3c). Jedinečnost variant vlsE v r̊uzných
orgánech jedné myši naznačuje, že borreliella po infekci migruje do rozličných orgán̊u,
ale po usazeńı už dále nemigruje a pouze se na daném mı́stě lokálně množ́ı [114].
a b
c
Obrázek č. 3: Unikátnost variant vlsE genu. a a b: Ukazuj́ı variabilitu vlsE mezi r̊uznými potkany.
c: Vyobrazuje unikátnost vlsE variant v jednom potkanovi. [114]
Obrázek č. 4: Struktura genu vlsE a vls kazet na lp28-1. Šipky ukazuj́ı pozici DR. Barevné čáry
naznačuj́ı možný zp̊usob rekombinace s vls kazetami. [116]
Z výzkumů na izolátu B31 v́ıme, že vlsE gen se skládá z variabilńıho úseku, který je
obklopen př́ımými repeticemi (
”
direct repeats“, DR). DR jsou dále ohraničeny přiléhaj́ıćımi
konzervovanými úseky genu vlsE. Nové varianty jsou pravděpodobně vytvářeny homologńı
rekombinaćı variabilńıho úseku s vls kazetami (viz Obr. č. 4) [116]. Pro homologńı
rekombinaci je za normálńıch okolnostńı potřeba protein RecA, jehož homolog se nacháźı
i v genomu borreliell. Bylo dokázáno, že mutant v tomto genu má sńıženou schopnost
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infekce. Ta ale neńı zp̊usobená narušenou rekombinaćı vlsE genu. Rekombinace vlsE
genu je tedy na RecA nezávislá [73]. Dodnes byly identifikovány pouze dva proteiny,
a to RuvA a B, které jsou nepostradatelné pro vlsE rekombinaci. Tyto proteiny jsou
schopné manipulovat s Hollidayovou strukturou, ale nejsou schopné ji rozštěpit. Tuto
funkci normálně zastává RuvC, jehož homolog ale v genomu borreliell chyb́ı [40].
Očividně máme v našich znalostech značné nedostatky o tom, jak rekombinace
u borreliell přesně prob́ıhá. I přesto ale známe některé vlastnosti rekombinace vlsE. Bylo
např́ıklad ukázáno, že některé kazety jsou preferovaněǰśı než jiné a že DR a krajńı homo-
logńı úseky mezi kazetami a variabilńım úsekem vlsE maj́ı d̊uležitou roli při crossing-overu
[116]. Ovšem je nutné podotknout, že vlsE geny jsou r̊uzné dokonce už mezi r̊uznými
izoláty jednoho druhu, jak dokazuje studie provedená na B. burgdorferi JD1. Gen vlsE
JD1 neobsahuje DR a jeho kazety se navzájem překrývaj́ı. JD1 je zároveň méně virulentńı
než B31 [115]. Absence DR v izolátu JD1 ukazuje, že možná nejsou tak d̊uležité při tvorbě
nových variant, jak vyplývá z experiment̊u provedených na B31. Abychom tedy plně
porozuměli, jakým zp̊usobem funguje rekombinace vlsE genu, je zapotřeb́ı jeho daľśı
výzkum, zejména u r̊uzných druh̊u borreliell.
3.2.2 OspC
Gen ospC je druhý nejvariabilněǰśı úsek genomu borreliell s několika deśıtkami
r̊uzných alel. U ospC genu je patrná určitá mozaicita, která koreluje s možnou rekom-
binaćı mezi r̊uznými ospC genotypy. Rekombinace mezi r̊uznými ospC genotypy je
možná, protože jedno kĺı̌stě může být naráz infikováno několika r̊uznými ospC genotypy
[10]. Jak ale bylo řečeno výše, rekombinace uvnitř cp26 je pravděpodobně d̊uležitěǰśı
pro vývoj Osp než rekombinace s jinými cp26. Nav́ıc cp26 pravděpodobně neńı schopen
horizontálńıho přenosu [28], což dále podporuje d̊uležitost rekombinace uvnitř cp26.
Je zaj́ımavé, že ospC genotypy nejsou po světě rovnoměrně rozložené. Každá
geografická oblast obsahuje r̊uzné typy ospC genotyp̊u, které se nav́ıc v dané oblasti
v pr̊uběhu času neměńı (viz Obr. č. 5) [96]. S touto udržuj́ıćı se genetickou variabilitou
souviśı dva problémy, které jsme prozat́ım nebyli schopni vyřešit: jakým zp̊usobem se ospC
genotypy udržuj́ı v př́ırodě a jaký vztah maj́ı mezi sebou r̊uzné ospC genotypy, sejdou-li
se v jednom hostiteli.
Existuj́ı dvě hlavńı teorie, které se snaž́ı vysvětlit značný polymorfismus ospC
genu: teorie r̊uzných ekologických nik (
”
multiple niche hypothesis“, MNH) a frekvenčně
závislá negativńı selekce (
”
negative frequency-dependent selection“, NFDS). NFDS je
druh stabilizuj́ıćı selekce, který udržuje v př́ırodě rozličné ospC genotypy, jelikož méně
rozš́ı̌rené ospC genotypy maj́ı větš́ı šanci infikovat hostitele než časté ospC genotypy.
Důvodem větš́ı šance na infekci je, že méně časté ospC genotypy maj́ı menš́ı šanci narazit
na hostitele, který byl infikován stejným ospC genotypem, a hostitel tedy proti nim nemá
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žádné protilátky, které by mu umožnily rychlou eliminaci infekce [22]. Z toho vyplývá,
že téměř žádná druhá infekce borreliell nebude zp̊usobena stejným ospC genotypem,
což bylo úspěšně demonstrováno na pacientech LB v USA [85].
Obrázek č. 5: Rozložeńı ospC genotyp̊u v pr̊uběhu roku v savč́ıch hostiteĺıch. Na grafu lze
pozorovat stabilitu ospC genotyp̊u v jižńım Švédsku. [96]
NFDS ale nevysvětluje př́ıpady, kdy specifické ospC genotypy infikuj́ı preferenčně
určité hostitele. Tyto př́ıklady se ovšem často vyskytuj́ı jak u lidských [23], tak u zv́ı̌rećıch
hostitel̊u [82]. Zmı́něnou preferenci určitého hostitele potvrzuje sṕı̌se MNH. MNH je také
druh stabilizuj́ıćı selekce stejně jako NFDS. Na rozd́ıl od NFDS ale vysvětluje udržováńı
r̊uzných ospC genotyp̊u na základě selekčńı výhody konkrétńıch ospC genotyp̊u v určitých
hostiteĺıch [22]. Jiné studie ale MNH zpochybňuj́ı a naznačuj́ı, že při udržováńı ospC
genotyp̊u se uplatňuj́ı ještě jiné mechanismy [104].
Daľśım stále nevyřešeným problém jsou vzájemné vztahy borreliell při koinfekci
jednoho hostitele. Tyto vztahy dále určuj́ı rozložeńı ospC genotyp̊u a jedná se bud’
o kooperaci, a nebo o kompetici. V př́ıpadě kooperace se dá očekávat, že infekce jedńım
ospC genotypem neńı při porovnáńı s infekćı v́ıce ospC genotypy dominantńı. Tento
předpoklad potvrzuje studie, ve které byli po dobu 2 let v přirozeném prostřed́ı pravidelně
odchytáváni hraboši, ze kterých byly źıskávány vzorky. Výsledky jasně ukázaly agregaci
určitých ospC genotyp̊u, což potvrzuje kooperaci mezi ospC genotypy [4].
Na druhou stranu daľśı studie prokázala, že mezi ospC genotypy docháźı ke kom-
petici. Při studii byly využity pouze dva ospC genotypy na jednom hostiteli, ale i tak bylo
prokazatelné, že při společné infekci v hostiteli jeden z genotyp̊u částečně převládal [48].
Tato a jedna daľśı studie, také provedená na dvou ospC genotypech a jednom hostiteli,
dále ukazuj́ı, že vzájemná kompetice je nav́ıc závislá na mnoha faktorech, které určuj́ı,
do jaké mı́ry bude kompetice prob́ıhat a jaký ospC genotyp nakonec převládne [99].
Jelikož už takto omezené studie ukazuj́ı, že kompetice je velmi složitý proces, nelze
vyloučit, že za určitých podmı́nek může mezi r̊uznými ospC genotypy nastat i kooperace.
Z tohoto d̊uvodu je zapotřeb́ı v́ıce studíı zejména za přirozených podmı́nek, jako např.
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výše zmı́něná studie provedená na hraboš́ıch, abychom byli schopni pochopit vztahy
r̊uzných ospC genotyp̊u borreliell.
3.2.3 Variabilita ostatńıch SLP
Existuje skutečně rozsáhlé množstv́ı studíı, které se zabývaj́ı variabilitou vlsE
a ospC gen̊u. Na druhou stranu je pouze omezené množstv́ı studíı, které studuj́ı variabilitu
ostatńıch gen̊u SLP. Prvńı z těchto méně prostudovaných gen̊u, u kterého lze předpokládat
vysokou variabilitu, je ospE. Tento gen se se nacháźı na cp32 a je součást́ı lokusu OspE/F
př́ıbuzných protein̊u (
”
OspE/F related proteins“, erp). Uvedený lokus může obsahovat
několik ospE gen̊u (termı́nem ospE se může označovat samotný ospE gen a nebo kolektivně
erp geny), přičemž borreliella je schopná naráz exprimovat v́ıce variant těchto gen̊u [43].
Z toho, co bylo popsáno výše, lze předpokládat, že existuje mnoho variant erp. Plasmid
cp32 je totiž jediný potvrzený profágový plasmid [28]. Na druhou stranu ale OspE proteiny
maj́ı mezi sebou v́ıce jak 85% AA podobnost [17]. I přesto, že se jedná o AA podobnost
a nevnukleotidovou, tento fakt dále ukazuje, že horizontálńı přenos nejsṕı̌se nehraje
d̊uležitou roli při vývoji SLP.
Daľśımi d̊uležitými a pravděpodobně dosti variabilńımi SLP jsou OspA a OspB,
jejichž geny se nacháźı v jednom operonu na lp54 [109]. Pod́ıváme-li se na ospA gen,
zjist́ıme, že se svými téměř 30 rozd́ılnými alelami je nejsṕı̌se podobně variabilńı jako ospC
[112]. Zde ale podobnost s ospC nekonč́ı. Daľśı podobnost́ı je geografické rozložeńı alel
ospA, které vykazuj́ı stejnou geografickou specifičnost jako ospC, a to dokonce i v př́ıpadě,
kdy je borreliella přenášena ptactvem, a to zejména vodńım, jako např. u B. garinii.
Skutečně i v takovýchto migruj́ıćıch systémech se vyskytuj́ı alely jak ospA, tak ospC,
které jsou typické pouze pro tento systém. Posledńı podobnost souviśı s variabilitou, která
je i v př́ıpadě ospA nejsṕı̌se také v́ıce podmı́něna rekombinaćı nežli samotnou mutaćı [50].
Oproti tomu variabilita ospB se př́ılǐs nestuduje. Můžeme však přihlédnout
ke dvěma skutečnostem, které mohou nast́ınit, jak je ospB variabilńı. Zaprvé ospB
je schopný plně nahradit ospA v jeho funkci, když dojde k výměně těchto dvou gen̊u.
Zadruhé oba geny se překládaj́ı z jednoho promotoru [109]. Vzhledem k těmto fakt̊um
lze tvrdit, že na ospB budou p̊usobit podobné selekčńı tlaky jako na ospA a t́ım pádem
můžeme předpokládat, že pro něho plat́ı podobné vlastnosti jako pro ospA a ospC.
Na témže plasmidu (lp54) se nacháźı ještě jeden gen SLP, a to dbpA. I u něho
můžeme předpokládat značnou variabilitu, protože jak bylo zmı́něno výše, v dbpA je
výrazně vyšš́ı frekvence rekombinaćı jako u ospC. Naneštěst́ı žádná studie zabývaj́ıćı
se př́ımo variabilitou dbpA neexistuje. Existuj́ı ale studie, které studuj́ı, jak efektivně r̊uzné
proteiny DbpA kódované rozd́ılnými alelami vážou své ćılové molekuly. Tyto studie jsou
značně omezené, co se množstv́ı druh̊u borreliell týče, ale i přesto můžeme ř́ıct, že dbpA
má minimálně 10 r̊uzných alel [16], které podmiňuj́ı r̊uzné tkáňové tropismy [71]. Právě
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rozd́ılné tropismy zp̊usobené rozd́ılnými alelami mohou udržovat polymorfismus dbpA,
protože t́ım pádem jsou r̊uzńı hostitelé ještě dále rozděleni na r̊uzné ekologické niky. Počet
těchto nik by v takovém př́ıpadě určoval množstv́ı dbpA alel a kompetice by prob́ıhala
pouze mezi druhy, které by obsahovaly alelu dbpA podmiňuj́ıćı stejný tkáňový tropismus
ve shodném hostiteli. Žádné studie na toto téma ale neexistuj́ı.
Posledńı SLP, jehož gen se nacháźı na plasmidu, přesněji na lp36, je BBK32.
O variabilitě genu bbk32 moc studíı neńı, i přesto se ale nejsṕı̌se jedná o vcelku variabilńı
gen, jak naznačuje studie, která se zaměřovala na rozd́ılnou strukturu a funkci r̊uzných
protein̊u BBK32. V této studii byli zahrnuti pouze 3 nejčastěǰśı p̊uvodci LB, kteř́ı obsahuj́ı
samotný protein BBK32 a nebo jeho homology. B. burgdoreferi kóduje BBK32 a homology
k tomuto proteinu kóduj́ı B. garinii (BGD19) a B. afzelii (BAD16). BAD16 sd́ıĺı s BBK32
90% AA podobnost, zat́ımco BGD19 sd́ıĺı s BBK32 pouze 70% podobnost [122]. Jelikož
tři r̊uzné druhy obsahuj́ı 3 r̊uzné varianty BBK32, lze předpokládat, že variabilita genu
bbk32 neńı úplně zanedbatelná.
Gen posledńıho SLP (BmpA) se od všech výše zmı́něných lǐśı, protože se nacháźı
na chromozomu, nikoliv na plasmidu. Je součást́ı bmp regionu, který obsahuje daľśı k němu
paralogńı geny, a to bmpB, bmpC a bmpD. Gen bmpA může být překládán samostatně
a nebo společně s bmpB či bmpC [37]. Samotný chromozom je velmi konzervovaný mezi
jednotlivými druhy borreliell [83], ale může obsahovat i značně variabilńı geny jako výše
zmı́něné lmp1. Ovšem bmpA nejsṕı̌se patř́ı mezi konzervované složky genomu borreliell,
jelikož nedávná studie ukázala, že r̊uzné druhy borreliell obsahuj́ı velice stabilně celý
bmp locus obsahuj́ıćı všechny bmp geny. Z těchto paralogńıch bmp má pouze bmpA
3 rozlǐsitelné alely. Jedna z nich se ale vyskytuje výhradně v rodu Borrelia a zbylé dvě
jsou pouze součást́ı genomu B. afzelii a B. garinii [9].
I přes značně malé množstv́ı informaćı je zřejmé, že všechny výše zmı́něné geny
SLP (kromě bmpA) jsou značně variabilńı. Ovšem jelikož je o nich známo tak málo
informaćı, neńı jasné, jak se tolik r̊uzných alel rozd́ılných gen̊u udržuje v genomu borreliell.
Daľśı výzkum by měl být tedy zaměřen na variabilitu výše zmı́něných SLP gen̊u, jelikož
by tak mohl být objasněn problém kooperace a kompetice r̊uzných ospC genotyp̊u,
protože vztahy borreliell v jednom hostiteli rozhodně nezáviśı pouze na jednom genu.
4. Funkčńı a antigenńı domény SLP
Jako SLP se popisuj́ı proteiny, které maj́ı svoj́ı prvńı AA (Cys) na začátku
N-domény modifikovanou lipidem, který je zanořený do OM [30]. V klasických gram-nega-
tivńıch bakteríıch je lokalizace těchto protein̊u učena tzv +2/+3/+4 pravidlem, kdy druh
AA na pozici 2, 3 a nebo 4 od prvńıho Cys určuje, jestli se SLP dostane na povrch
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bakterie. Lokalizace SLP borreliell i borrelíı se ale žádným takovým pravidlem neř́ıd́ı [69].
Namı́sto tohoto pravidla lokalizaci SLP určuje úsek zvaný
”
tether“, který se nacháźı před
strukturovanou část́ı proteinu [31].
Jedná se o d̊uležitý krátký nestrukturovaný úsek SLP, který nejsṕı̌se interaguje
s periplasmatickými chaperony. Tato interakce umožňuje zaujmout protein̊um částečně
destabilizovanou strukturu, která je nezbytná pro správnou lokalizaci SLP na OM.
To vyplývá z výsledk̊u experimentu, který ukazuje, že každý SLP, který vytvoř́ı funkčńı
strukturu již v periplasmě, v ńı z̊ustane a na povrch bakterie se nedostane [31]. Jakákoliv
interakce s periplasmatickými chaperony ale prozat́ım nebyla demonstrována. Stejně
tak doposud nebyl objasněn přesný zp̊usob fungováńı Lol protein̊u u borreliell.
4.1 Funkce SLP
4.1.1 Adheze ke střev̊um kĺı̌st’at
Životńı cyklus borrelielly zač́ıná ve střevě kĺı̌stěte. Z tohoto d̊uvodu borreliella
potřebuje takové SLP, které j́ı umožńı adhezi ke tkáni střeva kĺı̌stěte. K tomuto účelu
slouž́ı OspA. Jeho funkce jasně vyplývá z experiment̊u, jelikož OspA deficientńı borreliella
má značně sńıženou schopnost kolonizovat střeva kĺı̌stěte [109]. Když se borreliella dostane
ze savč́ıho hostitele do svého vektoru, OspA zajǐst́ı přichyceńı borrelie ve střevech skrze
vazbu na kĺı̌st’ový receptor OspA (
”
Tick receptor of OspA“, TROSPA). TROSPA je
ale exprimován r̊uzně ve všech stádíıch života kĺı̌stěte, a tud́ıž by některá stádia kĺı̌stěte
měla být schopná přenášet borreliellu efektivněji. To ovšem neplat́ı, jelikož borreliella je
schopná zvýšit expresi TROSPA proteinu a t́ım pádem zvyšovat svoj́ı šanci na přenos
v r̊uzných vývojových stádíıch kĺı̌stěte [91].
Jak bylo řečeno výše, OspA a B jsou exprimovány ze stejného promotoru. Kromě
stejného promotoru ale sd́ılej́ı také funkci, jelikož OspB deficientńı borrelie má značně
sńıženou schopnost kolonizace střeva kĺı̌stěte [87] podobně jako OspA deficientńı borre-
liella. Nav́ıc bylo nedávno dokázáno, že OspB je funkčńı ekvivalent OspA, jelikož OspA
deficientńı borreliella, která exprimuje pouze OspB, je schopná kolonizovat střeva kĺı̌stěte
s podobnou frekvenćı jako borreliella s funkčńım OspA i B [109]. Na rozd́ıl od OspA
ale prozat́ım nebyl přesně identifikován ligand ve střevě kĺı̌st’at pro OspB.
4.1.2 Únik imunitńımu systému
Jakmile se borreliella dostane z kĺı̌stěte do nového hostitele, je okamžitě napadena
imunitńım systémem hostitele. Primárńımi zbraněmi imunitńıho systému při začátku
infekce jsou komplementová kaskáda a fagocytóza. Komplementová kaskáda je sled aktivaćı
r̊uzných rozpustných protein̊u, jejichž výsledkem je tvorba komplexu, který vytvoř́ı póry
15
v buněčné membráně bakterie, což zp̊usob́ı jej́ı zničeńı. Tato kaskáda může být aktivovaná
bud’ klasickou (protilátkami), alternativńı (spontánně) a nebo lektinovou cestou [25].
Fagocytóza je schopnost některých buněk, např́ıklad makrofág̊u, pozř́ıt a rozložit cizorodé
organismy [26].
Pravděpodobně nejd̊uležitěǰśı SLP, který chráńı borrelii před oběma výše zmı́něnými
zbraněmi imunitńıho systému, je OspC. Důkazem je, že borreliella, která neobsahuje
ospC gen, je z krve hostitele odstraněna do 30 minut po infekci [25]. Zp̊usob, jakým
OspC ovlivňuje tyto d̊uležité složky imunitńıho systému, byl již částečně objasněn.
OspC zabraňuje aktivaci komplementové kaskády t́ım, že kompetituje s C2 proteinem
o protein C4b. Vzájemná interakce C2 a C4b je nutná ke správnému fungováńı lektinové
a klasické komplementové kaskády. Pokud se ale C4b naváže na OspC, obě tyto cesty
jsou blokovány [25]. Po překonáńı komplementové kaskády se borreliella za pomoci OspC
vyhne i fagocytóze, jelikož OspC alternuje schopnost fagocytózy zejména u makrofág̊u,
kteř́ı při jej́ım odstraněńı hraj́ı ze všech profesionálńıch fagocyt̊u nejd̊uležitěǰśı roli [26].
I s aktivńım OspC by ale imunitńı systém stále mohl ničit borreliellu pomoćı
alternativně aktivované komplementové kaskády. Zde ale borreliellu chráńı OspE. Ten
patř́ı do povrchových protein̊u vázaj́ıćıch regulátory komplementu (
”
complement regula-
tor–acquiring surface proteins“, CRASP). Existuje celkem 5 CRASP protein̊u, z nichž
CRASP-3 odpov́ıdá ErpP, CRASP-4 ErpC a CRASP-5 ErpA [24]. U ErpA byla prokázaná
schopnost vázat lidský plasminogen, což je neaktivńı forma plasminu, který u eukaryot
slouž́ı hlavně k degradaci extracelulárńı matrix [52]. Dále i U ErpC byla identifikovaná
specifická schopnost, a to adheze k lidským keratynocyt̊um, což, jak bude popsáno dále,
může být zp̊usobeno rozd́ılnou strukturou domény vázaj́ıćıch ligandy (
”
ligand binding
domain“, LBD) ErpC oproti ostatńım Erp [19]. Hlavńı funkćı všech Erp je ale vázat
faktor H (FH), dále pak FH-př́ıbuzné (
”
factor H-related“, FHR) proteiny a FH-podobné
(
”
factor H-like“, FHL) proteiny. Erp na rozd́ıl od CRASP-1 a 2 vykazuj́ı zvýšenou afinitu
k FHR protein̊um a sńıženou afinitu k FH protein̊um. Rozd́ıly při vázáńı r̊uzných výše
zmı́něných ligand̊u se ale vyskytuj́ı i mezi jednotlivými Erp proteiny [53].
Hlavńı funkćı FH protein̊u je blokace komplementové kaskády zahájená alternativńı
cestou t́ım, že za jeho př́ıtomnosti je protein C3 rozštěpen mimo jiné na protein iC3b,
který na rozd́ıl od proteinu C3b neńı schopný aktivovat komplement [80]. Je tedy zřejmé,
že schopnost vázat tento protein by měla být prospěšná pro jakýkoliv invazivńı organismus.
I přesto ale bylo dokázáno, že vazba FH proteinu neńı tak d̊uležitá při infekci savč́ıho
hostitele. Pokud by byla vazba FH proteinu nutná k přežit́ı borrelielly v savč́ım hostiteli,
měli bychom pozorovat neschopnost přežit́ı borrelielly, která infikovala hostitele, jenž
neexprimuje FH protein. Žádný takový rozd́ıl ale pozorován nebyl a je tedy možné,
že borreliella je schopná unikat alternativně aktivované komplementové kaskádě i jinými
zp̊usoby [121]. Fakt, že vazba FH protein̊u neńı nezbytně d̊uležitá, aby borreliella přežila,
byl dále nezávisle potvrzen na B. valaisiana [102].
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Daľśı SLP, který je také schopný ovlivňovat aktivaci komplementové kaskády, je
BBK32. Ten váže C1 protein komplementové kaskády. Tento protein se skládá z C1q,
ze dvou C1s a dvou C1r podjednotek. Pokud se C1q naváže na protilátku na bakterii,
zaháj́ı kaskádu, která vede k aktivaci komplementu. BBK32 zabraňuje této aktivaci
t́ım, že váže C1r, kterému touto vazbou bráńı v aktivaci, a zabraňuje tak klasické
aktivaci komplementu pomoćı C1 proteinu [47]. Dohromady OspC, OspE a BBK32
chráńı borreliellu před všemi třemi zp̊usoby aktivace komplementové kaskády, i když
očividně existuj́ı ještě daľśı proteiny, které tuto kaskádu ovlivňuj́ı. Oproti tomu schopnost
ovlivňovat fagocytózu byla prozat́ım pouze nepř́ımo prokázaná u OspC, jelikož přesný
zp̊usob interakce s makrofágy prozat́ım neńı znám [26].
Posledńı SLP, který chráńı borreliellu před imunitńım systémem, je VlsE. Jeho
mechanismus ochrany je ale odlǐsný od předchoźıch SLP, protože hraje d̊uležitou roli
zejména v dlouhodobé infekci. Důkazem je, že Borreliella, která neobsahuje VlsE a nebo
obsahuje nevariabilńı VlsE, je imunitńım systémem odstraněna až 21 dńı po infekci.
Hlavńım zp̊usobem ochrany VlsE proti imunitńımu systému hostitele je tedy nejsṕı̌se
zamezeńı p̊usobeńı adaptivńı humorálńı imunitńı odpovědi [97]. Jsou dva zp̊usoby, jakými
může VlsE chránit borreliellu před protilátkami. Prvńım je potlačeńı adaptivńı humorálńı
odpovědi a druhým zašt́ıtěńı epitop̊u ostatńıch antigenně dominantńıch SLP.
Humorálńı odpověd’ na Borreliellu po infekci může být závislá na pomocných
T lymfocytech (
”
T-helper dependent“, Thd), a nebo na nich nezávislá (
”
T-helper inde-
pendent“, Thi). Různé SLP vyvolávaj́ı bud’ Thd (OspC), a nebo Thi (DbpA) odpověd’.
Rozd́ıl v těchto reakćıch je, že pouze Thd je schopná generovat imunitńı pamět’. Kritická
pro správnou funkci Thd jsou germinálńı centra, která se nacháźı v lymfatických uzlinách.
Ty vykazuj́ı během infekce určité abnormality, které by mohly vést k porušeńı schop-
nosti imunitńıho systému vytvářet dlouhodobou pamět’ [44]. Tyto deformace ale nebyly
prozat́ım př́ımo propojeny s VlsE ani v této, ani v jiných studíıch.
Na druhou stranu jiná studie prokázala, že VlsE nejsṕı̌se umožňuje uniknout
imunitńımu systému, jelikož stericky bráńı př́ıstupu protilátek k některým antigenně
dominantńım epitop̊um. V této práci byly myši opakovaně imunizovány borreliellami
s nefunkčńım vlsE genem. V př́ıpadě, že byla myš imunizovaná pouze jednou, byla následně
náchylná k nákaze VlsE exprimuj́ıćı borreliellou. Myši, které ale byly imunizovány
několikrát, byly následně imunńı v̊uči borrelielle obsahuj́ıćı funkčńı VlsE. Postupná
imunizace totiž vytvořila dostatečné množstv́ı protilátek proti epitop̊um, které nejsou
antigenně dominantńı a zároveň nejsṕı̌s nejsou VlsE chráněné. Borreliella s funkčńım VlsE
mohla být tedy účinně zničena [13]. Vytvořeńı dlouhodobé paměti nebylo tedy nikterak
vážně narušeno.
Nav́ıc schopnost VlsE zakrývat většinu dominantńıch epitop̊u byla nedávno
dokázaná při studiu Arp, což je antigenně dominantńı protein borreliell. V experimentu
s nevariabilńım VlsE bylo dokázáno, že pasivńı imunizace Arp protilátkami umožnila
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odstranit infekci, pokud borreliella neexprimovala VlsE. Zároveň př́ımá imunofluorescence
ukázala, že detekce borreliell pomoćı Arp protilátek byla možná pouze za nepř́ıtomnosti
VlsE. Pokud ale bylo k detekci použito v́ıce protilátek proti r̊uzným antigen̊um, borreliella
byla detekovatelná i za př́ıtomnosti VlsE. Z toho vyplývá, že VlsE vzhledem ke své
ohromné variabilitě a antigenńı dominanci umožňuje zakryt́ı některých daľśıch méně
variabilńıch antigenně dominantńıch epitop̊u jiných protein̊u [76].
4.1.3 Diseminace a kolonizace
Poté, co borreliella úspěšně odvrát́ı imunitńı odpověd’ na mı́stě prvotńı infekce,
potřebuje dále diseminovat. I zde pomáhá borrelielle OspC. Ten má totiž, kromě výše
zmı́něných vlastnost́ı, také schopnost vázat plasmin. Vazba tohoto proteinu borrelielle
velmi usnadńı únik z tkáně [89]. Nav́ıc nové studie ukazuj́ı, že OspC je schopný dále vázat
i fibrinogen, d̊uležitý protein koagulačńı kaskády. Společně s plasminem na svém povrchu
může tedy borreliella pronikat skrze extracelulárńı matrix a zamezovat i koagulačńı
kaskádě, což dále usnadńı únik z prvotńıho mı́sta infekce [18].
Po dosažeńı krevńıho oběhu muśı borreliella využ́ıt proteiny, které jsou schopné
adheze k povrchu, jelikož bez ńı nemůže doj́ıt ke zpomaleńı borrelielly v krevńım řečǐsti
a ke kolonizaci tkáńı. Mezi tyto adhezivńı proteiny patř́ı dř́ıve zmı́něný BBK32, který
kromě C1 proteinu dokáže také vázat glykosaminoglykany (
”
glycosaminoglycan“, GAG).
Tato vazba GAG pomoćı BBK32 borrelielle usnadňuje infekci velkých kloub̊u, protože
BBK32 s GAG deficientńı doménou má sńıženou schopnost kolonizace kloub̊u, ale ne jiných
tkáńı. To ale neńı jediná adhezivńı funkce tohoto proteinu. BBK32 je předevš́ım znám,
protože je schopný vázat fibronektin, což je součást extracelulárńı matrix [72].
Přesněji, BBK32 preferenčně váže rozpustný fibronektin. Existuj́ı totiž dva druhy
fibronektinu: prvńı je nerozpustný a součást́ı extracelulárńı matrix a druhý je rozpustný
a součást́ı krevńı plasmy. Oba druhy se ale skládaj́ı ze stejných podjednotek a lǐśı se pouze
svoj́ı strukturou. Vazba BBK32 na FN70K (N-terminálńı doménu fibronektinu) zp̊usob́ı,
že v rozpustném fibronektinu dojde ke konformačńım změnám, které odhaĺı vazebná mı́sta
pro integriny [54]. Takto navázaný fibronektin následně vytvoř́ı s integrinem tzv.
”
tether
bond“ neboli vláknovou vazbu, která je schopná se značně prodloužit, než je přerušena.
Právě vazba borreliella-fibronektin-integrin umožńı zpomaleńı borrelielly a následné
vytvořeńı daľśıch vazeb, které zprostředkuj́ı úplnou adhezi a následnou kolonizaci tkáně
[88]. Vláknová vazba ale neńı nezbytná pro kolonizaci tkáńı, jelikož se ukázalo, že BBK32
deficientńı druh borrelielly je schopný, i když pomaleji, plně kolonizovat hostitele zejména
při vysokých inokulačńıch dávkách [58]. Vazba GAG ani fibronektinu pomoćı BBK32
tedy neńı pro přežit́ı ani kolonizaci hostitele esenciálńı.
Posledńı 2 SLP, které jsou d̊uležité pro kolonizaci, jsou DpbA a BmpA. Oba tyto
proteiny vážou složky extracelulárńı matrix. DbpA váže dekorin, což je druh GAG [100],
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zat́ımco BmpA váže laminy [117]. Deficience v BmpA vykazuje u borrelielly podobný
fenotyp jako deficience GAG domény BBK32, jelikož BmpA deficientńı borreliella je
(až na klouby) podobně schopná kolonizace jako BmpA exprimuj́ıćı borreliella [92].
Na rozd́ıl od BBK32 a BmpA je DbpA velmi d̊uležitý pro celkovou kolonizaci hostitele.
Důkazem je, že delece DbpA a DbpB, které se nacháźı ve stejném operonu, značně sńıž́ı
schopnost borrelielly diseminovat a vytvořit dlouhodobou infekci v hostiteli [120].
4.2 Topologie SLP
4.2.1 OspC
OspC protein je homodimer, který je tvořený dvěma monomerńımi jednotkami.
Každá jednotka obsahuje 2 β-vlákna (β-1 a 2) a 5 α-helix̊u (α-1 až 5) (viz Obr. č. 6c),
přičemž interakce mezi monomery je zprostředkovaná α-1 obou monomer̊u. Variabilita
OspC je soustředěna na povrchové oblasti proteinu, zat́ımco jeho jádro je značně kon-
zervované (viz Obr. č. 6a). Variabilńı oblasti protein̊u nejsou většinou pro funkci př́ılǐs
d̊uležité. V př́ıpadě OspC se ale předpokládaná LBD2 nacháźı právě v této variabilńı
oblasti. LBD1 se oproti tomu vyskytuje ve v́ıce konzervované oblasti (viz Obr. č. 6b)
[41]. Tyto dvě LBD ale nejsou dostatečné k vysvětleńı všech čtyř funkćı OspC. Lze tedy
předpokládat, že OspC obsahuje ještě daľśı neidentifikované LBD.
a b
c
Obrázek č. 6: a: Monomerńı jednotky OspC. Na jednotlivých jednotkách jsou vyznačené variabilńı
a konstantńı regiony OspC proteinu. b: Funkčńı homodimer OspC. Šipky vyznačuj́ı LBD na OspC
homodimeru. Na obou obrázćıch barvy od červené po modrou vyznačuje mı́ru variability. Červená znač́ı
konzervované oblasti, zat́ımco modrá znač́ı vysoce variabilńı oblasti. [41] c: Kreslená struktura OspC.
Protein je vybarven od N-terminálńı domény (modrá) po C-terminálńı doménu (červená). [14]
Vzhledem k velké variabilitě OspC by se dalo očekávat, že jednotlivé varianty OspC
maj́ı r̊uznou afinitu ke svým ligand̊um. Takováto rozd́ılná afinita byla demonstrována
u vazby fibrinogenu. Ten obsahuje dvě domény, a to D a E, přičemž s OspC specificky
interaguje doména E, a to tak, že 2 fibrinogeny se vážou paralelně v̊uči sobě a centrem
této vazby je právě OspC. Tato vazba je ale závislá na elektrostatickém potenciálu
povrchu OspC a nejlepš́ı vazbu k fibrinogenu vykazuj́ı varianty OspC s neutrálně nabitým
povrchem [18]. Stejně tak i v př́ıpadě plasminogenu bylo pomoćı ćılené mutageneze
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dokázáno, že vazba je ovlivněna r̊uznými elektrostatickými potenciály [41].
Podobně jako vazba fibrinogenu je i vazba C4b ovlivněna př́ıtomnost́ı r̊uzných
variant OspC. Rozd́ılná afinita C4b k r̊uzným OspC variantám byla sice experimentálně
prokázaná [25], na druhou stranu d̊uvod této rozd́ılné afinity prozat́ım zkoumán nebyl. Je
ale možné, že i zde hraj́ı roli elektrostatické potenciály r̊uzných OspC variant. Struktura
OspC je totiž velmi konzervovaná mezi r̊uznými druhy borreliell [41]. Z toho lze usuzovat,
že strukturńı změna nemá velkou roli při vazbě žádného ligandu.
Afinita r̊uzných ligand̊u k r̊uzných OspC variantám je dnes dosti zkoumaná, ovšem
kde přesně docháźı k jednotlivým interakćım s r̊uznými ligandy OspC proteinu, nebylo
prozat́ım dostatečně objasněno. Ani jednomu z uvedených ligand̊u dodnes nebyla přǐrazena
žádná LBD. Pouze v př́ıpadě plasminogenu bylo dokázáno, že se pravděpodobně váže
mimo LBD1 [41].
Kromě ligand̊u a LBD je daľśım d̊uležitým parametrem OspC jeho antigenicita.
Obsahuje totiž mnoho epitop̊u, které jsou ćılem protilátkové odpovědi imunitńıho systému.
OspC je značně antigenńı a otázkou tedy je, jaké epitopy OspC jsou vhodné pro klinické
využit́ı. Všeobecně se mohou využ́ıvat lineárńı a strukturńı epitopy. Strukturńı epitopy
jsou vystaveny povrchu nativńıho proteinu a mohou být složeny z r̊uzných AA, které spolu
v primárńı struktuře nesoused́ı [36]. Oproti tomu lineárńı epitopy jsou tvořeny AA, které
spolu v primárńı struktuře soused́ı a nemuśı být plně vystaveny na povrchu nativńıho
proteinu [5].
U OspC se nejčastěji studuj́ı lienárńı epitopy, jako např. C1 (peptid obsahuj́ıćı
prvńıch 20 AA od C-konce OspC). Ten je dominantně antigenńı a nav́ıc dosti konzervovaný
mezi r̊uznými variantami OspC. Dokonce má při detekci větš́ı sensitivitu než komerčně
dostupný PepC10 (peptid obsahuj́ıćı prvńıch 10 AA od C-konce OspC). I přesto je
ale jeho senzitivita při detekci nedostatečná a měl by se tedy využ́ıt pouze jako součást
multipeptidové detekce [5].
Daľśı studie nezávisle potvrdila, že konzervovaný peptid PepC10 neńı nikterak
d̊uležitý pro dostatečnou imunitńı odpověd’. Hlavně ale ukázala, že reakce organismů
proti r̊uzným OspC je specifická a imunita v̊uči jedné alele neposkytuje ochranu proti
jiné [60]. To tedy naznačuje, že antigenńı motivy se nacházej́ı zejména ve variabilńı
oblasti OspC, což může být značně problematické, protože aby se mohly epitopy využ́ıt,
muśı být specifické, konzervované a ideálně reaktivńı např́ıč variantami OspC. Daľśı
studie ale ukázala, že i když se dosti potenciálńıch epitop̊u nacháźı ve variabilńım úseku
OspC, může tato oblast obsahovat i epitopy, které jsou reaktivńı mezi jednotlivými OspC
variantami (viz Obr. č. 7) [14].
Variabilita OspC je skutečný problém při jeho využit́ı v klinické praxi. Nedávno
se ale začaly využ́ıvat tzv.
”
chimeritopy“, které by mohly být potenciálńım řešeńım.
Chimeritop je protein, který obsahuje několik stejných epitop̊u z r̊uzných variant stejného
proteinu a nav́ıc je nestrukturovaný, což je d̊uležité pro jeho funkci, jelikož pouze tak jsou
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všechny epitopy dostupné a mohou být proti nim vytvořeny protilátky. V nedávné
studii byla posouzena schopnost tř́ı r̊uzných chimeritop̊u OspC vyvolávat protilátkovou
odpověd’. Tyto chimeritopy obsahovaly epitopy variabilńı části OspC z r̊uzných variant
OspC. I přes svoje odlǐsnosti dokázaly všechny chimeritopy velmi dobře indukovat tvorbu
protilátek proti mnoha OspC variantám. Vyprodukované protilátky měly nav́ıc značně
velký baktericidńı účinek (přes 75 %) v in vitro podmı́nkách [61]. To jasně dokazuje,
že chimeritopy budou velmi d̊uležité pro daľśı pokrok ve výzkumu vakćıny proti LB.
Obrázek č. 7: Model OspC s potenciálńımi antigenńımi oblastmi. Pět oblast́ı se nacháźı na α-1 a dvě
na α-5. Červená (ńızká), žlutá (středńı) a zelená (vysoká) znač́ı reaktivitu protilátek mezi r̊uznými OspC
variantami. [14]
4.2.2 VlsE
VlsE protein je také homodimer, jehož monomer se skládá ze 4 β-vláken (β-1 až 4)
a 11 α-helix̊u (α-1 až 11) (viz Obr. č. 8a) [42]. Na rozd́ıl od OspC neobsahuje žádné patrné
LBD, což vyplývá z jeho ochranné funkce. Nicméně obsahuje velké množstv́ı r̊uzných
smyček, které pokrývaj́ı většinu obnaženého povrchu proteinu. Vzhledem k funkci VlsE
neńı překvapivé, že tyto smyčky jsou součást́ı variabilńıho regionu VlsE (viz Obr. č. 8b).
Ale i tyto variabilńı smyčky obsahuj́ı konzervované oblasti, jako např. oblast vyznačená
na Obr. č. 8c, která je d̊uležitá pro tvorbu dimerické struktury [115].
a b c
Obrázek č. 8: a: Monomer VlsE. Na obrázku jsou vyznačeny α-helixy (modrá) a β-vlákna (oranžová)
[42]. b: Variabilita VlsE. Mapa znázorňuje mı́ru frekvence, se kterou docháźı k záměně AA. c:
Dimerická struktura VlsE. Na dimeru VlsE jsou vyznačené variabilńı (zelené) a konzervované
(červené) oblasti. Kruh vyznačuje AA d̊uležité pro tvorbu dimerické struktury. [115]
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VlsE je stejně jako OspC značně antigenńı. Ovšem na rozd́ıl od OspC jsou protilátky
ćılené zejména na konzervované oblasti VlsE. Přesněji řečeno se jedná o konzervované
oblasti nacházej́ıćı se mimo variabilńı oblast a konzervované oblasti samotné variabilńı
oblasti proteinu. Variabilńı úsek VlsE totiž obsahuje nevariabilńı oblasti (
”
invariable
region“, IR) 1-6 a variabilńı oblasti (
”
variable region“, VR) 1-6. U člověka jsou zejména
antigenńı C-terminálńı oblast konzervované oblasti a IR6 variabilńı oblasti [98]. Jiná
studie ale ukázala, že v́ıce protilátek je u člověka produkováno proti IR4 a 5 [119].
At’ už je nejv́ıce dominantńı jakýkoliv epitop, d̊uležitěǰśı je, že reakce na r̊uzné
epitopy VlsE neńı náhodná. Pacienti se daj́ı dobře rozdělit na r̊uzné skupiny, které reaguj́ı
na specifické epitopy VlsE. Přesněji byly identifikovány 2 skupiny, z nichž prvńı skupina
reagovala preferenčně na IR4 a 5 a druhá skupina reagovala na C a N-terminálńı domény
VlsE proteinu [119]. Tento fakt by se mohl využ́ıt při detekci borrelielly. K tomu bude
ale zapotřeb́ı větš́ı množstv́ı studíı, zahrnuj́ıćı velké množstv́ı pacient̊u, aby všechny
protilátkové skupiny mohly být s dostatečnou přesnost́ı identifikovány.
4.2.3 OspE
OspE maj́ı mezi sebou na rozd́ıl od OspC a VlsE vysokou sekvenčńı podobnost,
a to mezi stejnými i r̊uznými druhy borreliell. Zaj́ımavé ale je, že jejich terciálńı struktury
nejsou tak konzervované jako u OspC či VlsE. Obsahuj́ı 2 α-helixy (α-1 a 2) a 8 β-vláken
(β-1 až 8), které se skládaj́ı v opakovaném pořad́ı 4 β-vláken a 1 α-helixu (viz Obr. č. 9a).
Zároveň obsahuj́ı prozat́ım jednu identifikovanou LBD, která je schopná vázat FH (viz
Obr. č. 9b) [17]. Ale vzhledem k schopnosti r̊uzných Erp vázat i plasminogen nejsṕı̌se
obsahuje i daľśı neznámou LBD.
a b c
Obrázek č. 9: a: Struktura OspE. Na obrázku jsou popsané jednotlivé α-helixy a β-vlákna. b:
OspE s vyznačenou LBD. Na struktuře jsou vyznačené části 4 β-vláken, které se pod́ılej́ı na vazbě
s FH (červená). Černé části se na vazbě nepod́ılej́ı. [17]. c: Překryt́ı struktur OspE, ErpC a ErpP.
Na obrázku jsou zobrazeny překrývaj́ıćı se struktury OspE (modrá), ErpC (fialová) a eprP (zelená).
Vyznačené mı́sto ukazuje d̊uležitý rozd́ıl LBD mezi vlákny β3 a β4. [21]
Ligand OspE protein̊u FH se skládá z 20 domén. Z těchto domén se na vazbě
s OspE proteiny pod́ıĺı pouze doména 20, která s OspE vytvoř́ı 13 vod́ıkových můstk̊u,
které stabilizuj́ı jejich interakci. Interakce OspE a FH zároveň stericky nebráńı interakci
s C3 proteinem, která chráńı borreliellu před komplementem [67]. Interakce s FH muśı
být ale alespoň částečně rozd́ılná u některých Erp, jelikož jak bylo řečeno výše, Erp
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vykazuj́ı oproti sobě rozd́ılnou afinitu k FH. Důvod rozd́ılné afinity je nejsṕı̌se v částečných
rozd́ılech ve struktuře LBD OspE protein̊u. AA pod́ılej́ıćı se na vazbě s FH jsou sice
relativně konzervované [17], ale např. ErpC obsahuje významné prodloužeńı smyčky,
která propojuje vlákna β3 a β4 (viz Obr. č. 9c). Tato deľśı smyčka nejsṕı̌se stericky
bráńı vazbě s FH [21]. Je ale možné, že právě tento rozd́ıl umožňuje ErpC vázat lidské
keratinocyty. Hlavńı rozd́ıly v ligandech a v afinitách k těmto ligand̊um OspE protein̊u
jsou tedy pravděpodobně zp̊usobeny strukturńımi změnami v LBD, i když zp̊usoby vazby
ostatńıch ligand̊u, jako FHR a FHL protein̊u, nebyly prozat́ım dostatečně studovány.
OspE proteiny jsou, jak bylo řečeno výše, značně konzervované a jejich AA podob-
nost je v́ıce než 85% [17]. I přesto se ale žádné studie př́ılǐs nezabývaj́ı porovnáváńım
velkého množstv́ı OspE protein̊u a identifikaćı daľśıch konzervovaných epitop̊u, které
by se mohly stát potenciálńım ćılem diagnostiky. Jediný prozat́ım jasně určený a konzer-
vovaný epitop je právě výše zmı́něná LBD FH.
4.2.4 OspA a OspB
OspA má mezi všemi SLP jedinečnou topologii. Plně složený OspA obsahuje N-ter-
minálńı doménu (β1-7) a C-terminálńı domény (β12-α), které jsou obě globulárńı. Tyto
domény jsou navzájem spojeny neglobulárńı doménou (SLB), která obsahuje 4 β-vlákna,
(β8-11) uspořádaná pouze v jedné vrstvě. Dohromady tedy obsahuje 21 β-vláken a 1 α-helix
(viz Obr. č. 10) [66].
Obrázek č. 10: Struktura OspA. Na obrázku jsou vyznačeny C-terminálńı doména (C-term), N-
terminálńı doména (N-term), jednovrstevnatá β-doména (SLB) a jediný Trp v molekule OspA, d̊uležitý
pro studium změny konformaćı. [77]
Vazebná mı́sta pro TROSPA byla identifikována předevš́ım v β18-20 [90]. Specifické
AA (236–237, 242–244) nutné pro vazbu jsou ale zanořené v nativńı konformaci OspA,
a tud́ıž nedostupné. I přesto je OspA očividně schopné vázat TROSPA. Důvodem je,
že za fyziologických podmı́nek se OspA nevyskytuje pouze v nativńı konformaci. OspA je
dále schopné zaujmout dvě jiné konformace, a to částečně rozbalenou, kdy je rozbalená
právě C-terminálńı doména obsahuj́ıćı vazebné mı́sto pro TROSPA, a plně rozbalenou
formu [66]. Důležitost částečně rozbalené formy jasně indikuje daľśı nezávislá studie, kde
bylo prokázáno, že skládáńı nativńı formy je jasně dáno. Nejdř́ıve dojde k rychlému složeńı
N-terminálńı domény a vytvořeńı částečně složeného proteinu. Až po složeńı N-terminálńı
domény může teprve doj́ıt k výrazně pomaleǰśımu skládáńı C-terminálńı domény. [77].
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To znamená, že částečně složená forma může být docela častá a je tedy možné, že hraje
d̊uležitou roli při interakci s TROSPA.
C-terminálńı doména neńı d̊uležitá pouze pro interakci s TROSPA. Je podstatná
také proto, že se na ńı nacháźı antigenńı epitop OspA. Tento strukturńı epitop se skládá
ze 3 lineárńıch část́ı: β16 a 17 (AA 203-220), β18 a 19 (AA 224-233) a β20 a 21 (AA
246-257). Všechny tyto úseky patř́ı mezi nejv́ıce variabilńı části OspA, což značně ztěžuje
využit́ı tohoto epitopu [36].
Daľśı nedávná studie určila tentokrát lineárńı epitop, který se značně překrývá
s výše zmı́něnou část́ı strukturńıho epitopu (AA 224-233) a je dokonce podobný epitopu
vyskytuj́ıćı se v OspB. Tento identifikovaný epitop by se mohl potenciálně stát součást́ı
chimeritopńı vakćıny, podobně jako v př́ıpadě OspC [59]. Ovšem u OspA mı́̌ŕı výzkum
sṕı̌se ke strukturńım epitop̊um, jak ukazuje vývoj tř́ı nových vakćın.
Prvńı z nich je VLA15, která se nyńı nacháźı ve 2. fázi klinických test̊u (registračńı
č́ısla: NCT03769194 a NCT03970733). Vakćına se skládá ze 6 C-terminálńıch domén,
které obsahuj́ı OspA sérotypy 1-6. C-terminálńı domény jsou stabilizované disulfidickými
můstky, aby se zajistilo správné složeńı strukturńıch epitop̊u. V konečné vakćıně se nacháźı
3 proteiny, z nichž každý obsahuje dvě C-terminálńı domény r̊uzných sérotyp̊u propojené
linkerem [32]. Druhá vakćına také obsahuje C-terminálńı doménu OspA, ale na rozd́ıl
od VLA15 obsahuje pouze jeden protein složený ze dvou C-terminálńıch domén spojených
linkerem. Každý C-terminálńı fragment je upraven tak, aby obsahoval některé ze struk-
turńıch epitop̊u OspA sérotyp̊u 1-6 [86]. Posledńı vakćına oproti oběma předchoźım
využ́ıvá celý nativńı OspA a sérotypy 1-5 a 7. Nosičem celého OspA je ferritin, což je
protein pocházej́ıćı z Helicobacter pylori, který se spontánně skládá do nanočástic okta-
edrálńıho tvaru, obsahuj́ıćıch celkem 24 monomer̊u. Vakćına obsahuje celkem 6 nanočástic,
z nichž každá nese jeden OspA sérotyp [63].
Všechny zmı́něné vakćıny dokázaly indukovat tvorbu protilátek, které následně
ochránily myši proti infekci borreliell. Imunizace VLA15 byla dostatečně účinná při pro-
teinové dávce 0,3 µg s nejmenš́ı ochranou proti sérotypu 6 při dávce 3 µg. V celém
experimentu bylo použito přes 350 myš́ı a OspA sérotypy borreliell 1, 2, 4, 5 a 6 [33].
Druhá zmı́něná vakćına sice indukovala dostatečnou ochranu už při 0,03 µg proteinu,
ale testy byly provedeny pouze na 130 myš́ıch a na OspA sérotypech 1 a 2 [86]. Posledńı
vakćına, obsahuj́ıćı celý nativńı protein, byla testována pouze při dávce 1 µg na 40 myš́ıch
a na OspA sérotypu 2. Dlouhodobá imunitńı pamět’ byla demonstrována pouze u VLA15
vakćıny trvaj́ıćı 50 týdn̊u [33] a u ferritinové vakćıny tvaj́ıćı 25 týdn̊u [63]. I přestože
všechny výše zmı́něné vakćıny dokázaly indukovat protilátky proti testovaným sérotyp̊um,
správné zhodnoceńı jejich účinnosti by vyžadovalo porovnatelné klinické testy, jakými
právě procháźı vakćına VLA15.
S novými vakćınami by mohl teoreticky pomoci i OspB. Ten má velmi velkou AA
podobnost s OspA a nav́ıc jejich struktury jsou do určité mı́ry podobné. Celá struktura
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OspB nebyla prozat́ım źıskána. I tak je jasné, že je jejich struktura značně podobná.
Jediný rozd́ıl je, že OspB obsahuje několikaaminokyselinovou inzerci ve své N-terminálńı
doméně, což naznačuje možnou př́ıtomnost 1 β-vlákna nav́ıc oproti OspA. To prozat́ım
nebylo potvrzeno, jelikož dodnes byla zjǐstěna topologie pouze C-terminálńı domény
OspB. Ta je ale značně podobná OspA a také obsahuje podobnou LBD. Dokonce obsahuje
i podobné antigenńı epitopy, jak bylo řečeno výše [15]. Celkově je ale OspB málo studovaný
a jeho využit́ı ve vakćınách tedy vyžaduje v́ıce informaćı.
4.2.5 DbpA
DbpA je tvořen 5 α-helixy (α-1 až 5), z nichž tři jsou orientovány paralelně v̊uči
sobě (α3-5) a dva jsou orientovány antiparalelně oproti nim (α1 a 2) (viz Obr. č. 11a).
Takto poskládané helixy zp̊usobuj́ı, že C-terminálńı doména proteinu je ve značné bĺızkosti
se smyčkou, která propojuje α1 a 2. Společně tyto dvě části DbpA vytvářej́ı značně
bazické mı́sto, které je všeobecně nutné k vazbě GAG [118].
Tato bazická doména obsahuje dva prvky, které jsou pro vazbu GAG nepostra-
datelné. Prvńı součást́ı je smyčka propojuj́ıćı α1 a 2, která sice částečně bráńı vazbě
GAG, ale toto sterické bráněńı je překonáno faktem, že obsahuje tzv. BXBB motiv (K64,
D65, K66 a K67), který je velmi d̊uležitý pro vazbu GAG [118]. Druhou část́ı LBD jsou
3 lysiny, které jsou viditelné na obrázku č. 11b. Mutace v jakémkoliv z těchto lysin̊u vede
k fenotypu, který je shodný s deficienćı DbpA [46].
a b
Obrázek č. 11: Struktura a mapa elektrostatického potenciálu dbpA B31. a: Znázorňuje
α-helikálńı strukturu DbpA. b: Ukazuje elektrostatický potenciál povrchu DbpA. Modrá
znázorňuje bazická mı́sta, zat́ımco červená znázorňuje kyselá mı́sta. [118]
I když jsou oba zmı́něné motivy značně d̊uležité, nejsou plně neměnné a právě
to zp̊usobuje rozd́ılné afinity ke GAG r̊uzných DbpA protein̊u. Studie na třech r̊uzných
variantách z B. burgdorferi B31, N40 a B. garinii PBr jasně ukázala, že i když DbpA
B31 a PBr maj́ı dosti podobnou schopnost vázat GAG, DbpA N40 tuto schopnost téměř
postrádá. Je zaj́ımavé, že DbpA izolátu N40 i Pbr chyb́ı BXBB motiv u DbpA PBr,
ale existuje ještě druhá vazebná doména, která souviśı s celkovou změnou struktury.
DbpA PBr totiž neobsahuje části C-terminálńı domény, která propojuje pomoćı disulfi-
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dického můstku tuto doménu a α-5 (viz Obr. č. 12a). Přerušeńı můstk̊u vedlo k uvolněńı
C-terminálńı domény a k následnému vytvořeńı druhé GAG LBD. N40 žádnou takovou
změnu nemá a má t́ım pádem značně sńıženou afinitu ke GAG [84]. Je tedy zřejmé,
že jak strukturńı, tak elektrostatické změny mohou vést k r̊uzným afinitám ke GAG.
Stejně jako v př́ıpadě OspA je hlavńı LBD v bĺızkosti C-terminálńı domény.
Ovšem oproti OspA se u DbpA v C-terminálńı doméně nenacháźı antigenńı epitopy. Ty
se v př́ıpadě DbpA nacházej́ı v bĺızkosti N-terminálńı domény a uprostřed proteinu. Tyto
lineárńı epitopy jsou velmi variabilńı jak mezi stejnými, tak r̊uznými druhy borreliell,
což značně snižuje možnost jejich využit́ı při detekci, jak ukazuj́ı výsledky test̊u. Senzitivita
těchto epitop̊u při detekci protilátek ve vzorćıch pacient̊u LB byla nedostatečná, ale pokud
se zkombinovala s detekćı epitop̊u z DbpB, bylo rázem možné určit většinu pozitivńıch
vzork̊u. [6].
a b
Obrázek č. 12: Porovnáńı struktur Dbp protein̊u. a: Znázorňuje struktury 3 DbpA. DbpA
B31 je vyznačen tyrkysově, DbpA PBr modře a DbpA N40 zeleně. Zároveň je vyznačena oblast, která
se značně odlǐsuje u DbpA PBr. [84] b: Ukazuje porovnáńı struktur DbpA (zlatá) a DbpB
(modrá). Na obrázku lze pozorovat rozd́ıl v C-terminálńı doméně mezi DbpA a DbpB. [45]
DbpB, který tak výrazně zlepšil senzitivitu detekce, je nejsṕı̌se paralog DbpA.
Tyto dva proteiny si totiž jsou značně podobné jak strukturou, tak sekvenćı. I přes to mezi
nimi nacháźıme jisté strukturńı rozd́ıly. DbpB neobsahuje BXBB motiv, a dokonce mu
chyb́ı lysin na pozici 163, který je kritický pro vazbu GAG u DbpA. Tyto nedostatky
jsou ale kompenzovány deľśı C-terminálńı doménou, která je naopak nepostradatelná
pro vazbu GAG pro DbpB (viz Obr. č. 12b) [45]. Takže i přesto, že je DbpA dosti
variabilńı, jeho lineárńı epitopy mohou být užitečné při detekci, pokud se zkombinuj́ı
s lineárńımi epitopy z DbpB v multivalentńı detekci.
4.2.6 BBK32
Úplná struktura BBK32 nebyla prozat́ım publikována, ale existuj́ı jej́ı poč́ıtačové
predikce. BBK32 pravděpodobně obsahuje 2 domény, které jsou na sobě nezávislé. Tyto
domény jsou N-terminálńı doména (AA 1-205) a C-terminálńı doména (AA 206-354).
N-terminálńı doména je složená hlavně z neuspořádaných smyček a pár β-vláken [65].
Tato β-vlákna se nacházej́ı ke konci N-terminálńı domény, kde se nacháźı fibronektinová
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LBD, nebot’ jsou zapotřeb́ı pro tvorbu vazby s fibronektinem [54]. Na druhém konci
N-terminálńı domény se nacháźı neprostudovaná GAG LBD [122].
Struktura N-terminálńı domény prozat́ım nebyla objasněna. Oproti tomu struk-
tura C-terminálńı domény již byla publikovaná a potvrdila předpoklady, že je značně
uspořádaná, globulárńı a je složená předevš́ım z α-helix̊u. Nav́ıc obsahuje C1r LBD,
na které bylo ukázáno, že r̊uzné varianty BBK32 (BAD16, BGD19) maj́ı r̊uznou afinitu
k C1r proteinu, a to zejména kv̊uli změně 3 AA, které jsou nezbytné pro vazbu C1r (viz
Obr. č. 13) [122].
Obrázek č. 13: Struktura C-terminálńı domény BBK32 (AA 206-354). Obrázek ukazuje dva
druhy struktur C-terminálńı domény BBK32 a pozice 3 AA d̊uležitých pro C1r vazbu. [122]
Jelikož o struktuře proteinu BBK32 neńı moc známo, neńı divu, že ani o jeho
variabilitě a epitopech nebylo př́ılǐs publikováno. I přesto ale bylo v nedávné studii ukázáno,
že BBK32 obsahuje ve své N-terminálńı doméně minimálně 2 lineárńı epitopy, které jsou
stejně jako BBK32 velmi konzervované mezi stejnými druhy rodu Borreliella, ale velmi
variabilńı mezi r̊uznými druhy rodu Borreliella. Proto neńı překvapuj́ıćı, že využit́ı
těchto lineárńıch epitop̊u při detekci nepřineslo nikterak dobré výsledky ve specificitě
detekce. Dokonce ani senzitivita detekce nebyla př́ılǐs vysoká, jelikož určené lineárńı
epitopy pravděpodobně nebyly celé vystaveny na povrchu proteinu [111]. Využit́ı BBK32
pro diagnostické i př́ıpadné terapeutické účely vyžaduje daľśı studie. Zejména muśı být
objasněna jeho struktura, aby mohlo být odhaleno v́ıce epitop̊u.
4.2.7 BmpA
Struktura BmpA byla prozat́ım studována pouze pomoćı poč́ıtačové predikce, a to
na základě sekvenčńı podobnosti s PnrA, což je nukleosidový transportér s ATP-vázaj́ıćı
kazetou (
”
ATP-binding cassette“, ABC) z Treponema pallidum. Na základě této po-
dobnosti byl vytvořen model (viz Obr. č. 14), který se značně podobá PnrA proteinu
i s jeho LBD pro purinové nukleosidy, jež se nacháźı mezi N-doménou a C-doménou
BmpA proteinu. N i C-doména obsahuj́ı 6 paralelńıch β-vláken obklopených 4 α-helixy
stejně jako PnrA. Hlavńı rozd́ıly mezi těmito proteiny jsou v C-doméně, která obsahuje
1 dodatečný α-helix, a ve variabilńıch smyčkách propojuj́ıćı N a C-doménu [9].
Zmı́něná poč́ıtačově vytvořená struktura byla nedávno potvrzena na BmpD, který
sd́ıĺı s BmpA pouze 47% AA podobnost [9]. Ale i přesto odpov́ıdá jeho struktura BmpA
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téměř dokonale. Obsahuje pouze jeden α-helix, a to ve své C-doméně [35]. Nav́ıc stejně
jako všechny Bmp proteiny má značně konzervovanou nukleosidovou LBD [9]. Zarážej́ıćı
ale je, že BmpD pravděpodobně neńı vystaven na povrchu [35]. Toto zjǐstěńı bylo nezávisle
demonstrováno už dř́ıve jak u BmpD, tak i u ostatńıch Bmp protein̊u kromě BmpA [39].
Žádná nověǰśı studie se prozat́ım nevěnovala BmpA a jeho schopnosti vázat laminy. Stejně
tak žádná prozat́ım neźıskala krystalickou strukturu BmpA. Všechny studie naznačuj́ı,
že se jedná o nukleosidový ABC transportér. Je tedy nutné přezkoumat schopnost BmpA
vázat laminy a jeho umı́stěńı na OM.
Obrázek č. 14: Predikce struktury BmpA. Na obrázku je vyznačena N-doména (tmavě modrá),
C-doména (světle modrá), 3 smyčky propojuj́ıćı N a C-doménu a předpokládaný ligand inozitol v LBD
mezi N a C-doménou.[9]
5. Komparativńı analýza
Vı́cero vzájemně uspořádaných sekvenćı (
”
multiple seqeunce alignment“, MSA)
je základem pro všechny programy zabývaj́ıćı se evolučńı konzervovanost́ı. ConSurf
ani 3DPatch v tomto př́ıpadě nejsou žádnou výjimkou. Pouze 3DPatch vyžaduje kon-
vertováńı MSA na hmm profil pomoćı HMMERu [62], což je jeden z mnoha programů
schopných vytvářet MSA. Pro své výpočty využ́ıvá skrytý Markov̊uv model [57]. Oba
programy jsou také schopné přij́ımat samostatné sekvence, a to proteinové a RNA
v př́ıpadě ConSurfu a pouze proteinové v př́ıpadě 3DPatche. Tyto sekvence jsou využity
k prohledáváńı r̊uzných databáźı a z výsledku tohoto vyhledáváńı se vytvoř́ı opět MSA.
K prohledáváńı databáźı i k vytvořeńı MSA ConSurf nab́ıźı několik r̊uzných programů,
zat́ımco 3DPatch využ́ıvá pouze HMMER. Na základě MSA nebo vytvořeného hmm
profilu programy vypoč́ıtaj́ı, jak je daná pozice v makromolekule konzervovaná [8, 62].
Zp̊usoby těchto výpočt̊u se ale lǐśı.
V př́ıpadě 3DPatche se pro určeńı konzervovanosti nebo variability využ́ıvá tzv.
”
information content“ neboli informačńı obsah. Ten znač́ı d̊uležitost dané pozice v makro-
molekule na základě výpočt̊u entropie. Pozice, které je přǐrazena vysoká hodnota, je
konzervovaná, a tud́ıž biologicky d̊uležitá [68]. Oproti tomu ConSurf přǐrazuje pozićım
v makromolekule rychlost evoluce, vypočtenou pomoćı bayesovské metody a nebo metody
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maximálńı věrohodnosti. V tomto př́ıpadě naopak ńızká hodnota znač́ı konzervované
pozice. Důležitý rozd́ıl oproti 3DPatchi je, že při výpočtech se bere v potaz i fylogeneze
dané makromolekuly. Nav́ıc bayesovská metoda přǐrazuje každé evolučńı rychlosti interval
spolehlivosti, který určuje přesnost výpočtu [8]. Vypočtené hodnoty jsou nakonec u obou
programů promı́tnuty na strukturu proteinu nebo i RNA u ConSurfu.
5.1 Metodika
Při své analýze jsem využil DNA sekvence źıskané programem BLAST z Národńıho
centra biotechnologických informaćı (
”
National Center for Biotechnology Information“,
NCBI) [12]. Pro BLAST jsem využil sekvence JN969070.1, EU135607.1 a KJ850255.1
pro OspC a MH509399.1 (využité nukleotidy: 1091-2215), AY052626.1 a U84554.1 (využité
nukleotidy: 42-1112) pro VlsE. Stažené sekvence jsem následně sloučil do dvou FASTA
soubor̊u, jeden pro OspC a jeden pro VlsE. Dále jsem si stáhl sekvence 1GGQ (OspC)
a 1L8W (VlsE) z PDB, které jsou potřebné k promı́táńı výsledk̊u analýzy na proteinovou
strukturu. Všechny tyto 4 FASTA soubory jsem nahrál do pracovńıho adresáře R studia
a všechny DNA sekvence jsem přeložil pomoćı R kódu #1 (viz př́ılohy) [95]. Z přeložených
sekvenćı jsem vytvořil MSA pomoćı programu MAFFT, který vytvář́ı MSA pomoćı rychlé
Fourierovy transformace [2]. Dále jsem z MSA vytvořil hmm profil pomoćı programu
HMMER funkćı hmmbuild [57]. Parametry všech uvedených programů jsou uvedeny v Tab.
č. 2. MSA a hmm profil jsem využil jako vstupńı data pro ConSurf a 3DPatch. Po dokončeńı
výpočt̊u jsem si z ConSurfu stáhl soubor s názvem
”
Amino Acid Conservation Scores,
Confidence Intervals and Conservation Colors“. Z výsledk̊u 3DPatche jsem si otevřel
odkaz
”
Profile HMM information content calculation“ z protokolu a stáhl jsem si JSON
soubor. Oba tyto soubory jsem nahrál do pracovńıho adresáře R studia, abych vytvořil
Vennovy diagramy pomoćı R kódu #2 (viz př́ılohy).
Protein BLAST MAFFT hmmbuild
OspC
database: wgs a nr/nt strategy : G-large-INS-1 výchoźı nastaveńı
max target sequences: 5000 memory usage: Normal mode
match/mismatch: 1/-1
percent identity : 0-95
query coverage: 75-100
VlsE
database: wgs a nr/nt strategy : G-large-INS-1 –fast
max target sequences: 5000 memory usage: Normal mode –symfrac 0
match/mismatch: 1/-1 –fragthresh 0.95
percent identity : 0-95
query coverage: 40-100
E value: 1e-30
Tabulka č. 2: Parametry všech využitých programů. Názvy parametr̊u jsou pro lepš́ı srozumitel-
nost a reprodukovatelnost uvedeny v angličtině.
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5.2 Výsledky
Pro porovnáńı schopnosti obou programů určovat konzervované motivy jsem využil
dva v práci podrobně rozebrané proteiny: OspC a VlsE. Tyto proteiny jsem si vybral,
jelikož se jedná o nejv́ıce variabilńı proteiny borreliell, které i přesto zachovávaj́ı konzer-
vovanou terciálńı strukturu. Nav́ıc dostupné OspC sekvence pokrývaj́ı většinou téměř celý
protein a jsou velmi dobře anotované. Oproti tomu dostupné sekvence VlsE genu jsou
leckdy nejasně anotované a nav́ıc primárně pokrývaj́ı pouze variabilńı úsek VlsE. Zejména
tyto rozd́ıly v sekvenćıch urč́ı, jak dobře si programy dokážou poradit s ideálńımi daty
v podobě OspC a s neideálńımi daty v podobě VlsE.
Výsledky obou programů jsou velmi podobné v př́ıpadě OspC. Většina nejv́ıce
variabilńıch AA byla určena na povrchu OspC. Oproti tomu hydrofobńı jádro proteinu bylo
určeno jako značně konzervované. Mezi konzervované úseky patř́ı také LBD1, což potvrzuje,
že by se skutečně mohlo jednat o LBD. Oproti tomu pozice LBD2 byla určena jako velmi
variabilńı a pouze pár AA v této LBD bylo určeno jako konzervované (viz Obr. č. 15). Je
tedy nutné experimentálně ověřit, jestli je LBD2 skutečnou LBD.
a b
Obrázek č. 15: Výsledky analýzy promı́tnuté na OspC. a: Ukazuje výsledek ConSurfu.
Vpravo je pohled na OspC zepředu s vyznačenými LBD. Vlevo je pohled na LBD2 shora. Škála ukazuje
mı́ru variability, přičemž variabilita klesá od tyrkysové po fialovou. b: Ukazuje výsledek 3DPatche.
Vpravo je pohled na OspC zepředu s vyznačenými LBD. Vlevo je pohled na LBD2 shora. Škála ukazuje
mı́ru variability, přičemž variabilita klesá od žluté po černou.
Abych dále porovnal schopnost obou programů, rozdělil jsem si AA podle pozice
v proteinu a mı́ry konzervovanosti. U Consurfu jsem vytvořil 3 skupiny: silně variabilńı
AA, slabě variabilńı a slabě konzervované AA a silně konzervované AA. U 3DPatche
jsem vytvořil 4 skupiny: silně variabilńı AA, slabě variabilńı AA, slabě konzervované AA
a silně konzervované AA. Důvodem rozd́ılného počtu vytvořených skupin u ConSurfu
a 3DPatche je, že 3DPatch vytvoř́ı při výpočtech u AA celkem 10 skupin, zat́ımco
ConSurf vypočte pouze 9 skupin (viz škály na Obr. č. 15). Vytvořené skupiny tedy
v obou extrémech (silně variabilńı a silně konzervované) jak u 3DPatch, tak u ConSurfu
obsahuj́ı 3 p̊uvodně vypočtené skupiny, aby se zajistila dobrá porovnatelnost extrémńıch
hodnot. Zbylé 2 skupiny u 3DPatch obsahuj́ı po dvou p̊uvodńıch vypočtených skupinách.
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Podobné rozděleńı ovšem nebylo možné u ConSurfu, jelikož obsahuje lichý počet p̊uvodně
vypočtených skupin a nav́ıc vypočtená hodnota 5 nelze zařadit ani mezi slabě variabilńı
nebo konzervované. Přesná variabilita jednotlivých AA určená 3DPatchem i ConSurfem
lze vidět při práci s R kódem #1.
Na základě vytvořených skupin jsem vygeneroval Vennovy diagramy. Abych se ujis-
til o správném rozděleńı AA, výsledné Vennovy diagramy obsahuj́ı pět skupin: 1 z ConSurfu
a 4 z 3DPatche. Jestliže bylo rozděleńı správné, měli bychom pozorovat nenulové hodnoty
pouze mezi dvěma množinami, které pocházej́ı od r̊uzných programů, což je na diagramech
jasně viditelné. Výsledky Vennových diagramů dále ukazuj́ı, že oba programy si u OspC
vedly podobně. Na Obr. č. 16a vid́ıme, že většina silně variabilńıch AA Consurfu spadá
do silně variabilńıch AA i v 3DPatchi. Stejně tak málo variabilńı nebo konzervované AA
ConSurfu spadaj́ı do silně nebo málo variabilńıch AA 3DPatche (viz Obr. č. 16b), což lze
považovat za podobné výsledky. Mnoho silně konzervovaných AA ConSurfu ale spadá
do slabě variabilńıch v 3DPatchi (viz Obr. č. 16c), což naznačuje, že 3DPatch má pot́ıže
s rozlǐseńım variabilńıch a konzervovaných AA.
a b c
Obrázek č. 16: Výsledky analýzy OspC zobrazené Vennovými diagramy. a: Porovnáńı silně
variabilńıch AA ConSurfu se všemi skupinami z 3DPatche. b: Porovnáńı slabě variabilńıch a konzervo-
vaných AA ConSurfu se všemi skupinami z 3DPatche. c: Porovnáńı silně konzervovaných AA ConSurfu
se všemi skupinami z 3DPatche.
Tento problém je ještě v́ıce patrný v př́ıpadě VlsE. Ten by měl obsahovat značně
variabilńı oblasti s pár konzervovanými oblastmi na svém povrchu a zbytek proteinu
by měl být konzervovaný. I s nedostatečnými daty na koncové (konzervované) oblasti lze
vidět, že ConSurf na rozd́ıl od 3DPatche skutečně lépe odlǐsil variabilńı povrch od zbytku
konzervovaného VlsE (viz Obr. č. 17).
Stejný problém v rozlǐseńı variabilńıch a konzervovaných AA můžeme pozorovat
i na Vennových diagramech. Na Obr. č. 18a můžeme vidět, že téměř všechny AA určené
ConSurfem jako silně variabilńı spadaj́ı do silně variabilńıch AA i u 3DPatche. Dále pak
i skoro všechny AA vyhodnocené ConSurfem jako slabě variabilńı nebo konzervované
také spadaj́ı do silně variabilńıch AA u 3DPatche (viz Obr. č. 18b). To je ale pouze mı́rný
rozd́ıl. Zásadńı rozd́ıl je v tom, že 121 silně konzervovaných AA určených ConSurfem
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spadá do silně variabilńıch nebo slabě variabilńıch AA u 3DPatche (viz Obr. č. 18c).
a b
Obrázek č. 17: Výsledky analýzy promı́tnuté na VlsE. a: Ukazuje výsledek ConSurfu. Vpravo
je pohled na VlsE zepředu. Vlevo je pohled na VlsE shora. Škála ukazuje mı́ru variability, přičemž
variabilita klesá od tyrkysové po fialovou. Žluté AA naznačuj́ı, že pro danou AA bylo nedostatečné
množstv́ı informaćı pro spolehlivé určeńı evolučńı rychlosti b: Ukazuje výsledek 3DPatche. Vpravo
je pohled na VlsE zepředu. Vlevo je pohled na VlsE shora. Škála ukazuje mı́ru variability, přičemž
variabilita klesá od žluté po černou.
a b c
Obrázek č. 18: Výsledky analýzy VlsE zobrazené Vennovými diagramy. a: Porovnáńı silně
variabilńıch AA ConSurfu se všemi skupinami z 3DPatche. b: Porovnáńı slabě variabilńıch a konzervo-
vaných AA ConSurfu se všemi skupinami z 3DPatche. c: Porovnáńı silně konzervovaných AA ConSurfu
se všemi skupinami z 3DPatche.
Z těchto výsledk̊u vyplývá, že ConSurf je schopný lépe rozlǐsit konzervované a vari-
abilńı oblasti proteinu, a to dokonce i s malým množstv́ım dat. Nav́ıc ConSurf všeobecně
nab́ıźı v́ıce možnost́ı pro práci se vstupńımi daty, jako např. r̊uzné programy pro pro-
hledáváńı databáźı, možnost optimalizace parametr̊u pro tvorbu MSA a výpočtu evolučńı
rychlosti atd. Oproti tomu 3DPatch prozat́ım nenab́ıźı žádné možnosti optimalizace
jakýchkoli parametr̊u. Jediný zp̊usob jejich optimalizace je př́ımý zásah do zdrojového
kódu. Ovšem značná výhoda 3DPatche je jeho rychlost. Zat́ımco ConSurf generoval
výsledky až několik hodin, 3DPatch dostal výsledky za několik vteřin. To z něho dělá
velmi užitečný a rychle interaguj́ıćı program, který lze bez problémů využ́ıt, potřebujete-li
rychlé výsledky o konzervovanosti proteinu. Důležitým předpokladem ale je, že máte
dostatečné množstv́ı sekvenćı, které pokrývaj́ı jeho celý ORF.
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6. Závěr
Nedávné vymezeńı rodu Borreliella z p̊uvodńıho rodu Borrelia stále čeĺı vážné
kritice. Ale d̊ukazy pro toto rozděleńı jsou nepoṕıratelné, jak uvedli dokonce samotńı
kritici tohoto rozděleńı. Rod Borreliella je skutečně jedinečný svoj́ı rozd́ılnou patoge-
nitou, zvláštńı fylogeneźı z několika r̊uzných předk̊u a svými patogenńımi adaptacemi,
z nichž nejd̊uležitěǰśı je schopnost výměny lipid̊u, jelikož se tak dostávaj́ı antigenńı látky
do hostitelských buněk. Jasněǰśı kategorizace borreliell oproti ostatńım bakteríım může
být tedy pouze ku prospěchu celé vědecké komunitě.
Ovšem kromě výše uvedených vlastnost́ı borrelielly značně odlǐsuje i jejich genom,
který může obsahovat až 23 plasmid̊u. Vývoj těchto plasmid̊u je bezprostředně spjatý
s vývojem SLP gen̊u, které určuj́ı infektivitu daného druhu. Jak pro plasmidy, tak na nich
se vyskytuj́ıćıch SLP geny je při evoluci nejd̊uležitěǰśı rekombinace uvnitř jednoho plasmidu
v rámci jedné borrelielly. Rekombinace mezi r̊uznými druhy může do jisté mı́ry také
ovlivňovat variabilitu plasmid̊u, a to zejména u cp32, které jsou potvrzenými profágy.
Ovšem jelikož mnoho našich znalost́ı pocháźı z SRS a ne z LRS, mohou být tyto závěry
zat́ıžené značnou chybou vyplývaj́ıćı z limitaćı SRS.
Přestože chápeme, jak d̊uležitou roli rekombinace u borreliell hraje, z výzkumů
na vlsE genu vyplývá, že prozat́ım plně nerozumı́me jej́ımu pr̊uběhu. Borrelielly sice
obsahuj́ı homology protein̊u RuvA a B, které jsou schopné manipulovat s Hollidayovou
strukturou, ale neobsahuj́ı homolog RuvC, který tuto strukturu štěṕı. Z výzkumů na vlsE
dále vyplývá zaj́ımavý fakt o životńım cyklu borreliell, a to, že po diseminaci do r̊uzných
tkáńı v nich z̊ustávaj́ı a pouze se v nich lokálně množ́ı.
Výzkum variability ostatńıch gen̊u SLP a zejména výzkum ospC dále ukazuje,
že variabilita všech SLP gen̊u je podmı́něna ohromným množstv́ım faktor̊u. Terorie
NFDS a MNH by se kromě ospC mohly vztahovat i na ospA a ospB, jelikož jejich
geografické rozložeńı je velmi podobné. Ovšem sṕı̌se než jedna teorie bude udržováńı
variability r̊uzných gen̊u SLP lépe popisovat v́ıce teoríı současně. Nav́ıc je třeba vźıt
v úvahu i nevyřešenou problematiku kooperace a kompetice mezi r̊uznými druhy borreliell.
K pochopeńı variability SLP gen̊u a vztah̊u r̊uzných druh̊u borreliell bude zapotřeb́ı daľśı
výzkum zejména za přirozených podmı́nek.
Kromě mnoha neznámých v genetice borreliell je ale také mnoho neprostudovaného
i v oblasti samotných protein̊u. Přestože v nedávné době bylo objasněno mnoho daľśıch
funkćı v práci zmı́něných SLP, daľśıch alespoň 30 SLP z̊ustává téměř úplně neprostudo-
vaných. Dále pak i mnohé nově identifikované funkce prozat́ım nebyly přǐrazeny k žádným
LBD. Tento problém vyplývá z faktu, že dokonce u 3 z 8 v práci vybraných SLP pro-
zat́ım nebyla publikována jejich celá nativńı struktura. Objasněńı struktury je kritické
pro vyhledáváńı na povrchu vystavených strukturńıch epitop̊u, ale i pro vyhledáváńı
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lineárńıch epitop̊u, protože i ty muśı být alespoň částečné vystaveny na povrchu proteinu,
aby mohly být využity při detekci nebo vývoji vakćın.
Ale nedostatečné informace o SLP nejsou jedinou překážkou. Základńı problém
při sérologické detekci je vysoká prevalence protilátek proti borrelielle v populaci.
To zp̊usobuje, že je velmi složité rozlǐsit aktivńı infekci od již prodělané nemoci. Řešeńım
by mohlo být naj́ıt dostatečné množstv́ı takových epitop̊u, proti kterým se tvoř́ı protilátky
preferenčně během aktivńı infekce, a zařadit tyto epitopy do multipeptidové detekce.
To znamená, že SLP, proti kterým se tvoř́ı protilátky výhradně Thi cestou, by mohly být
odpověd́ı, kterou hledáme.
Problém s vakćınou je ale odlǐsný. Zde hraje největš́ı roli variabilita SLP. Všechny
pokusy naj́ıt jakýkoliv dostatečně konzervovaný epitop mezi v́ıce druhy borreliell, který
je zároveň antigenně dominantńı, do dnešńı doby stále selhávaj́ı. Jelikož pokud je epitop
alespoň částečně konzervovaný, bývá zároveň málo antigenńı. Z tohoto d̊uvodu se u borre-
liell objevil naprosto jiný př́ıstup k vakćınám. Všechny 3 nové vakćıny zaměřené na OspA
využ́ıvaj́ı strukturńı epitopy. Z těchto vakćın byla podrobena komplexńımu testováńı,
a dokonce se nacháźı v druhé fázi klinických test̊u, pouze VLA15, tvořená 6 C-ter-
minálńımi doménami 6 r̊uzných OspA sérotyp̊u spojených do 3 protein̊u linkery. Oproti
všem třem OspA vakćınám stoj́ı potenciálńı OspC vakćına, která se skládá z jednoho
chimeritopńıho proteinu, který obsahuje stejné variabilńı lineárńı epitopy z r̊uzných OspC
variant. Všechny tyto vakćıny ukazuj́ı značný potenciál a mohly by dokonce změnit dnešńı
pohled na tvorbu vakćın.
Avšak i přesto, že konzervované epitopy nejsṕı̌s nejsou u borreliell tak d̊uležité
pro vakćınu ani detekci, jsou stále naprosto nepostradatelné pro pochopeńı funkce daného
proteinu. K určeńı těchto d̊uležitých funkčńıch domén je možno využ́ıt mnoho volně
dostupných programů. Na základě OspC a VlsE jsem porovnal schopnost určováńı těchto
domén u ConSurfu a 3DPatche. Z výsledk̊u jasně vyplývá, že ConSurf je nadřazený
v určováńı konzervovaných motiv̊u, jelikož výsledky z něho lépe odpov́ıdaj́ı publikovaným
dat̊um o variabilitě OspC a VlsE. Ovšem 3DPatch je zase naprosto nesporně mnohem
rychleǰśı. Z tohoto d̊uvodu je vhodné využ́ıvat 3DPatch, pokud máte dostatečně množstv́ı
sekvenćı, které pokrývaj́ı celý ORF daného proteinu, a vyžadujete rychlé výsledky. Oproti
tomu pokud máte sekvence, které z větš́ı části nepokrývaj́ı celý protein, je lepš́ı pro větš́ı
přesnost využ́ıt ConSurf.
Kromě využit́ı obou programů z analýzy vyplývá, že výpočty založené na evolučńı
rychlosti jsou nadřazeněǰśı entropickým styl̊um výpočt̊u při určováńı konzervovaných AA.
Hlavńım d̊uvodem tohoto rozd́ılu nejsṕı̌se je, že při výpočtu evolučńı rychlosti se berou
v potaz i fylogenetické vztahy, které odrážej́ı skutečný vývoj daného proteinu a umožňuj́ı
t́ım pádem přesněǰśı určeńı konzervovaných AA.
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DOI: 10.1074/jbc.M113.459040.
18. BIERWAGEN, Paulina et al. Borrelia outer surface protein C is capable of human fibrinogen
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29. Centre for Disease Prevention and Control [online]. Dostupné také z: https://www.cdc.gov/
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52. HALLSTRÖM, Teresia et al. Complement Regulator—Acquiring Surface Protein 1 of Borrelia
burgdorferi Binds to Human Bone Morphogenic Protein 2, Several Extracellular Matrix Proteins,
and Plasminogen. The Journal of infectious diseases. 2010, roč. 202, č. 3. Dostupné z DOI:
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57. HMMER [online]. Dostupné také z: http://hmmer.org/ [cit. 2020-30-04].
58. HYDE, Jenny A. et al. Bioluminescent imaging of Borrelia burgdorferi in vivo demonstrates that
the fibronectin-binding protein BBK32 is required for optimal infectivity. Molecular microbiology.
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63. KAMP, Heather D. et al. Design of a broadly reactive Lyme disease vaccine. npj Vaccines. 2020,
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IAI.00063-16.
110. TOLEDO, Alvaro et al. Lipid rafts can form in the inner and outer membranes of Borrelia
burgdorferi and have different properties and associated proteins. Molecular microbiology. 2018,
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in s ta l l . packages ( ”BiocManager” )
BiocManager : : in s ta l l ( ” B i o s t r i n g s ” )
in s ta l l . packages ( ” s e q i n r ” )
in s ta l l . packages ( ” s t r i n g r ” )
in s ta l l . packages ( ” phy l o t oo l s ” )
in s ta l l . packages ( ” t i dyv e r s e ” )
### Načteńı knihovny
l ibrary ( B i o s t r i n g s )
l ibrary ( s e q i n r )
l ibrary ( s t r i n g r )
l ibrary ( phy l o t oo l s )
l ibrary ( t i dyv e r s e )
### Kód pro překlad OspC i VlsE
## načteńı fasty (napǐste jméno fasty do ””po file =)
t r a n s l a t a b l e <− s e q i n r : : read . f a s t a ( f i l e = ”” ,
seqtype = ”DNA” ,
forceDNAtolower = FALSE) %>%
sapply ( s t r c )
output <− length ( t r a n s l a t a b l e )
for ( i in seq along ( t r a n s l a t a b l e ) ) {
output [ i ] <− word (names( t r a n s l a t a b l e [ i ] ) , 1 , sep = ” \\ : ” )
}
names( t r a n s l a t a b l e ) = NULL
names( t r a n s l a t a b l e ) = output
t r a n s l a t a b l e <− t r a n s l a t a b l e [ unique (names( t r a n s l a t a b l e ) ) ] ## extrahováńı nejlepš́ıho hitu z BLASTu
output <− vector ( ” l i s t ” , length ( t r a n s l a t a b l e ) )
names( output ) <− names( t r a n s l a t a b l e )
for ( i in seq along ( t r a n s l a t a b l e ) ) {
output [ [ i ] ] <− paste ( t r a n s l a t a b l e [ [ i ] ] , c o l l a p s e = ”” )
}
t r a n s l a t a b l e <− sapply ( output , DNAStringSet )
## překlad
BGC <− getGeneticCode ( ”11” ) ## źıskáńı bakteriálńıho genetického kódu
t r a n s l a t a b l e frames <− lapply ( 1 : 3 ,
function (pos )
lapply ( t r an s l a t ab l e ,
subseq ,
start = pos ) ) ## vytvářeńı r̊uzných čtećıch rámc̊u
t r an s l a t ed <− c ( l i s t (vector ( ” l i s t ” , length ( t r a n s l a t a b l e ) ) ) ,
l i s t (vector ( ” l i s t ” , length ( t r a n s l a t a b l e ) ) ) ,
l i s t (vector ( ” l i s t ” , length ( t r a n s l a t a b l e ) ) ) )
for ( i in 1 : 3 ) {
names( t r an s l a t ed [ [ i ] ] ) <− names( t r a n s l a t a b l e )
}
for ( i in 1 : 3 ) {
for ( y in seq along ( t r a n s l a t a b l e ) ) {
t r an s l a t ed [ [ c ( i , y ) ] ] <− Bio s t r i n g s : : t r a n s l a t e ( t r a n s l a t a b l e frames [ [ c ( i , y ) ] ] ,
BGC,
i f . fuzzy . codon = ” so l v e ” )
}
} ## překlad (m̊uže zabrat pár minut)
maximum <− max( unlist ( lapply ( t r an s l a t ed [ [ 1 ] ] , s t r length ) ) ) ## odstraněńı špatných čtećıch rámc̊u
for ( i in 1 : 3 ) {
for ( y in seq along ( t r a n s l a t a b l e ) ) {
i f (1<vcountPattern ( ”∗” , t r an s l a t ed [ [ c ( i , y ) ] ] ) ) {
t r an s l a t ed [ [ c ( i , y ) ] ] <− DNAStringSet ( ”TTT” )
} else i f (1<=vcountPattern ( ”X” , t r an s l a t ed [ [ c ( i , y ) ] ] ) ) {




t r an s l a t ed <− unlist ( t r an s l a t ed )
t r an s l a t ed <− t r an s l a t ed [ lapply ( t r ans l a t ed , s t r length )>3] %>%
lapply (as . character )
for ( i in seq along ( t r an s l a t ed ) ) {
t r an s l a t ed [ [ i ] ] <− s t r remove( t r an s l a t ed [ [ i ] ] , ” [∗ ] ” )
} ## odstraněńı stop kodon̊u na konci sekvenćı
### POZOR ### nutno měnit tuto část kódu podle poznámek
f s e q <− s e q i n r : : read . f a s t a ( f i l e = ”” , seqtype = ”AA” ) %>%
sapply ( s t r c ) %>%
paste ( c o l l a p s e = ”” ) %>%
l i s t ( ) ## načteńı 1ggq/1l8w sekvence pro alignment (pro ospc/vlse napǐste do ””po file = jméno fasty obsahuj́ıćı
1ggq/1l8w sekvenci)
names( f s e q ) = names( s e q i n r : : read . f a s t a ( f i l e = ”” , seqtype = ”AA” ) ) ## pojmenováńı 1ggq/1l8w sek-
vence (po file = do ””napǐste jméno fasty obsahuj́ıćı 1ggq/1l8w sekvenci)
t r an s l a t ed <− t r an s l a t ed [ unique (names( t r an s l a t ed ) ) ]
t r an s l a t ed <− c ( f seq , t r an s l a t ed )
write . f a s t a ( t rans l a t ed ,
f i l e . out = ”” ,
names = names( t r an s l a t ed ) ,
nbchar = 60 ,
as . s t r i n g = TRUE) ## výstupńı přeložená fasta (po file.out do ””napǐste jméno své výstupńı fasty)
R kód #2
### Př́ıprava knihovny
in s ta l l . packages ( ” r j s on ” )
in s ta l l . packages ( ” ggp lot2 ” )
in s ta l l . packages ( ” dplyr ” )
in s ta l l . packages ( ”VennDiagram” )
in s ta l l . packages ( ”RColorBrewer” )
### Nač́ıtáńı knihovny
l ibrary ( ” r j s on ” )
l ibrary ( ” ggp lot2 ” )
l ibrary ( ” dplyr ” )
l ibrary ( ”VennDiagram” )
l ibrary ( ”RColorBrewer” )
l ibrary ( ” s t r i n g r ” )
### Čteńı JSON souboru a textového souboru
patch <− fromJSON( f i l e = ”” ) ## po file = do ””napǐste jméno JSON souboru
consur f grades <− read . del im ( f i l e = ”” , sk ip = 13 , sep = ”” ) ## po file = do ””napǐste jméno tex-
tového souboru
### Extrahováńı skére z JSON souboru
b i t s c o r e <− patch$he ight a r r
for ( i in seq along ( b i t s c o r e ) ) {
b i t s c o r e [ [ i ] ]<− s trsp l i t ( b i t s c o r e [ [ i ] ] , sp l i t = ” : ” )
}
patch s co r e <− data . frame (matrix ( unlist ( b i t s c o r e ) ,
ncol = length ( b i t s c o r e ) ,
nrow = 2∗length ( b i t s c o r e [ [ 1 ] ] ) ) ,
s t r i ng sAsFac to r s=FALSE)
patch s co r e <− patch s co r e [ ! c (TRUE,FALSE) , ]
names( patch s co r e ) = length ( b i t s c o r e )
for ( i in seq along ( patch s co r e ) ) {
patch s co r e [ [ i ] ] <− as .numeric ( patch s co r e [ [ i ] ] )
}
v l s e <− c ( 83 : 123 , 166 :169 , 175 :192 , 194 , 195 , 197 :201 , 205 , 208 , 209 , 211 :214 , 216 , 217 ,
225 , 232 , 234 , 235 , 237 , 243 :246 , 251 :253 , 259 , 262 :269 , 273 :276 , 288 :292 , 294 ,
296 , 297 , 307 :309 , 311 , 313 , 316 , 318 , 319 , 322 , 324 , 327 :330 , 337 :341 , 344 ,
345 , 349 , 351 , 355 ,358 , 361 , 363 , 367 :369 , 371 , 374 , 375 , 377 :382 , 393 :397 ,
401 :409 , 417 , 422 , 425 , 429 , 432 , 445 , 449 , 451 , 452 , 454 , 456 :469 , 472 , 478 ,
480 , 481 , 484 , 487 , 489 :491 , 493 , 500 , 502 :504 , 506 , 508 , 510 :529 , 531 , 533 ,
539 , 548 , 550 , 552 :555 , 558 , 561 :596)
ospc <− c ( 33 : 111 , 113 :195)
### POZOR ### nutno měnit tuto část kódu podle poznámek
patch s co r e <− data . frame ( ”patch” = unlist ( lapply ( patch score , sum) ) )
patch s co r e <− data . frame ( ”patch” = patch s co r e [ , ] ) ## pro ospc napǐste do ””za patch score[ ospc
a pro vlse napǐste vlse
ospc <− c ( seq (0 , 1 . 12 , length . out=8) , 1 . 29 , 1 . 45 , 1 . 6 1 )
v l s e <− c (0 , 0 . 35 , 0 . 69 , 1 . 04 , 1 . 39 , 1 . 73 , 2 . 08 , 2 . 42 , 2 . 77 , 3 . 12 , 3 . 5 )
patch s co r e$patch <− as .numeric ( cut ( patch s co r e$patch , ,
labels = 1 : 1 0 ) ) ## pro ospc napǐste za patch score$patch, ospc a pro
vlse napǐste vlse
### Extrahováńı skóre z textového souboru
ospc <− c ( 4 : 1 65 )
v l s e <− c ( 45 : 85 , 106 :335)
consur f grades <− consur f grades [ ,c ( 3 , 5 ) ]
consur f grades <− data . frame (COLOR = consur f grades [ , 2 ] ) ## za consurf grades[ napǐste ospc pro
ospc a pro vlse napǐste vlse
for ( i in seq along ( consur f grades$COLOR)) {
consur f grades [ [ i , 1 ] ] <− s t r remove( consur f grades [ [ i , 1 ] ] , ” [∗ ] ” )
} ## odstrańı všechny * ze skóre a ponechá hodnoty skóre
consur f grades <− data . frame ( ” consur f ” = (as .numeric (as . character ( consur f grades [ , 1 ] ) ) ) )
### Vytvářeńı skupin pro porovnáváńı AA podle pozic a skóre
consur f grades <− cbind ( consur f grades ,
data . frame ( p o s i t i o n = c ( 1 : length ( consur f grades$ consur f ) ) ,
v a r i a b i l i t y = cut ( consur f grades$consur f , c ( 0 , 3 , 6 , 9 ) ,
labels = c ( ”V” , ”IB” , ”C” ) ) ) )
patch s co r e <− cbind ( patch score ,
data . frame ( p o s i t i o n = c ( 1 : length ( patch s co r e$patch ) ) ,
v a r i a b i l i t y = cut ( patch s co r e$patch ,
c (0 , 3 , 5 , 7 , 10) ,
c ( ”V” , ”SA” , ”SK” , ”C” ) ) ) )
patch s co r e <− patch s co r e [ , c (2 , 3 ) ]
consur f grades <− consur f grades [ , c (2 , 3 ) ]
consur f grades <− paste ( consur f grades$ v a r i a b i l i t y , consur f grades$pos i t i on , sep = ”” )
patch s co r e <− paste ( patch s co r e$ v a r i a b i l i t y , patch s co r e$pos i t i on , sep = ”” )
patch V <− grep ( ”V” , patch s co r e )
patch SV <− grep ( ”SA” , patch s co r e )
patch SK <− grep ( ”SK” , patch s co r e )
patch K <− grep ( ”C” , patch s co r e )
consur f V <− grep ( ”V” , consur f grades )
consur f M <− grep ( ”IB” , consur f grades )
consur f K <− grep ( ”C” , consur f grades )
### Vytvářeńı Vennového diagramu
myCol <− brewer . pa l (7 , ”Accent” )
myCol V <− myCol [ c ( 1 : 5 ) ]
myCol M <− myCol [ c (6 , 2 : 5 ) ]
myCol K <− myCol [ c (7 , 2 : 5 ) ]
venn . diagram ( l i s t ( consur f V, patch V, patch SV, patch SK, patch K) ,
category .names = c ( ”ConSurf s i l n ě var . AA” ,
”3DPatch s i l n ě var . AA” ,
”3DPatch s l ab ě var . AA” ,
”3DPatch s l ab ě kon . AA” ,
”3DPatch s i l n ě kon . AA” ) ,
f i l ename = ”AA porovnani V. png” ,
he ight = 1000 ,
width = 1000 ,
r e s o l u t i o n = 300 ,
compress ion = ” lzw” ,
lwd = 2 ,
col = myCol V,
f i l l = myCol V,
cat . cex = 0 . 6 ,
cat . f o n t f a c e = ”bold ” ,
cat . default . pos = ”outer ” ,
cat . pos = c(−5 , 10 , −175, 5 , −10) ,
cat . d i s t = c ( 0 . 1 , 0 . 2 , 0 . 15 , −0.17 , 0 . 2 ) ,
cat . f on t f am i l y = ” sans ” ) ## porovnáváńı silně variabilńıch AA
venn . diagram ( l i s t ( consur f M, patch V, patch SV, patch SK, patch K) ,
category .names = c ( ”ConSurf s l ab ě var . a kon . AA” ,
”3DPatch s i l n ě var . AA” ,
”3DPatch s l ab ě var . AA” ,
”3DPatch s l ab ě kon . AA” ,
”3DPatch s i l n ě kon . AA” ) ,
f i l ename = ”AA porovnani M. png” ,
he ight = 1000 ,
width = 1000 ,
r e s o l u t i o n = 300 ,
compress ion = ” lzw” ,
lwd = 2 ,
col = myCol M,
f i l l = myCol M,
cat . cex = 0 . 6 ,
cat . f o n t f a c e = ”bold ” ,
cat . default . pos = ”outer ” ,
cat . pos = c(−5 , 10 , −175, 5 , −10) ,
cat . d i s t = c ( 0 . 1 , 0 . 2 , 0 . 15 , −0.17 , 0 . 2 ) ,
cat . f on t f am i l y = ” sans ” ) ## porovnáváńı málo variabilńıch a konzervovaných AA
venn . diagram ( l i s t ( consur f K, patch V, patch SV, patch SK, patch K) ,
category .names = c ( ”ConSurf s i l n ě kon . AA” ,
”3DPatch s i l n ě var . AA” ,
”3DPatch s l ab ě var . AA” ,
”3DPatch s l ab ě kon . AA” ,
”3DPatch s i l n ě kon . AA” ) ,
f i l ename = ”AA porovnani K. png” ,
he ight = 1000 ,
width = 1000 ,
r e s o l u t i o n = 300 ,
compress ion = ” lzw” ,
lwd = 2 ,
col = myCol K,
f i l l = myCol K,
cat . cex = 0 . 6 ,
cat . f o n t f a c e = ”bold ” ,
cat . default . pos = ”outer ” ,
cat . pos = c(−5 , 10 , −175, 5 , −10) ,
cat . d i s t = c ( 0 . 1 , 0 . 2 , 0 . 15 , −0.17 , 0 . 2 ) ,
cat . f on t f am i l y = ” sans ” ) ## porovnáváńı silně konzervovaných AA
